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En la actualidad, se está produciendo un aumento de las tasas de 
supervivencia en determinadas formas de cáncer que se considera que afectan 
principalmente a niños y personas jóvenes, como las neoplasias hematológicas y 
ciertos tipos de tumores sólidos. El cáncer de mama es la neoplasia maligna más 
frecuente en mujeres en edad reproductiva y en muchos casos no han cumplido 
con su proyecto reproductivo.  
El tratamiento con dosis altas de quimioterapia y/o radioterapia en 
pacientes de sexo femenino puede generar efectos deletéreos sobre el ovario. La 
dotación folicular puede ser destruida, lo que se asocia a un fallo ovárico precoz y 
la pérdida de la fertilidad. El grado de gonadotoxicidad varía entre los diferentes 
grupos de fármacos quimioterápicos, siendo los agentes alquilantes los que 
conllevan mayor riesgo de insuficiencia ovárica. Las mujeres que sobreviven 
buscan una mejor calidad de vida y evitar los efectos secundarios de la terapia 
antineoplásica. Uno de estos efectos es la gonatoxicidad que cursa con esterilidad 
secundaria. Debido a ello, se han desarrollado los programas de preservación de 
la fertilidad en pacientes oncológicas. En la actualidad, existen varias opciones 
para la preservación de la fertilidad en estas pacientes, como la criopreservación 
de ovocitos, de embriones o de tejido ovárico. Aunque éste último todavía se 
considera en fase experimental, el número total de mujeres con fallo ovárico 
precoz inducido por el tratamiento en las que se ha llevado a cabo un 
ortotrasplante de su tejido ovárico criopreservado es cada vez mayor, superando 
los 60 casos publicados en Europa. Además, hasta la fecha, se han publicado un 
total de 30 recién nacidos vivos como resultado de un ortotrasplante de tejido 
ovárico. Sin embargo, el embarazo no es la única indicación para el ortotrasplante, 
la restauración de la secreción cíclica ovárica de esteroides y el retorno de la 
menstruación conlleva a un aumento de la calidad de vida, siempre y cuando el 
tejido ovárico criopreservado y trasplantado siga siendo funcional. 
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Uno de los inconvenientes del ortotrasplante de tejido ovárico es el riesgo 
de reintroducir células malignas con el tejido trasplantado. Por este motivo nuestro 
grupo realizó un trabajo pionero en la detección de metástasis ocultas en este 
tejido ovárico criopreservado en pacientes con cáncer de mama, con el objetivo de 
descartar la presencia de células malignas en el momento del trasplante mediante 
una metodología clásica. Sin embargo, estudios recientes en pacientes con 
leucemia han demostrado que la detección de células malignas es mucho más 
eficiente con técnicas de biología molecular, ya que se ha observado 
discrepancias entre los resultados obtenidos mediante histología y métodos 
moleculares. Es necesario su uso para comprobar si el cáncer de mama es 
metastásico en el ovario, tal y como ocurre con las leucemias y evaluar si el 
reimplante es un procedimiento seguro. 
Por ello, nos hemos planteado incrementar la seguridad del ortotrasplante 
en pacientes con cáncer de mama, por ser la patología más frecuente en nuestro 
programa de preservación de la fertilidad, mediante métodos moleculares de 
expresión génica y modelo animal, además de los estudios inmunohistoquímicos 
clásicos.  
En primer lugar hemos buscado un panel de marcadores moleculares lo 
suficientemente específico y sensible para detectar el mayor porcentaje de 
micrometástasis oculta en tejido ovárico. Para ello hemos utilizado 13 muestras de 
metástasis confirmada de pacientes con cáncer de mama y 10 muestras sanas. Se 
han analizado diferentes genes específicos de cáncer de mama y metástasis, de 
los cuales se ha establecido el panel diagnóstico que consistió en los marcadores 
moleculares GCDFP15, MGB1 y SBEM, con los que se obtuvo una especificidad 
del 100% y una sensibilidad de más de 90%. Todas las pacientes de nuestro 
Programa de Preservación de la Fertilidad estudiadas (N=60) no expresaron 
ninguno de los genes incorporados en el test diagnóstico establecido ni en la 
corteza ovárica ni en su médula ovárica. Además 5 muestras celulares de corteza 
ovárica y 4 de médula ovárica fueron envaluadas mediante ensayos in vitro de 
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invasión, dando como resultado una ausencia de procesos invasivos in vitro. Por 
otro lado, 5 muestras celulares de corteza ovárica y 5 de médula ovárica de estas 
pacientes se inyectaron en ratones inmunodeprimidos y ninguno de ellos presentó 
signos tumorigénicos ni progresión celular. Por lo que se asume que el tejido está 
libre de enfermedad metastática y el ortotrasplante es seguro. Estos resultados 
corroboran los estudios previos mediante técnicas tradicionales histológicas de 
que el trasplante de tejido ovárico en pacientes con cáncer de mama es seguro.
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1.- Cáncer de mama  
1.1.- Definición 
Cáncer es un término genérico para un amplio grupo de enfermedades 
que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Se produce por 
modificaciones en la información genética de las células, las cuales proliferan sin 
control formando tumores malignos. Estas células pueden crecer de manera 
descontrolada invadiendo partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 
órganos, proceso conocido como metástasis (OMS, Febrero 2013). 
El cáncer de mama (CM) consiste en la proliferación acelerada e 
incontrolada de células del epitelio glandular. Son células que han aumentado 
enormemente su capacidad reproductiva. Más del 99% de los casos ocurre en las 
mujeres, siendo una enfermedad heterogénea con distintas morfologías, desarrollo 
metastático y respuesta terapéutica.  
 
1.2.- Epidemiología  
El CM es el quinto tipo de cáncer al que se le atribuyen más defunciones, 
siendo éstas 458.000 en el 2008. Se prevé que el número de defunciones por 
cáncer siga aumentando en todo el mundo y supere los 13,1 millones en el 2030 
(OMS, Febrero 2013). 
En España se diagnostican alrededor de 22.000 nuevos casos de CM al 
año. En Estados Unidos, en el año 2013 se diagnosticaron 232.340 casos nuevos 
de CM, representando el 14,1% de todos los cánceres. Aproximadamente 10% de 
estas pacientes son menores de 40 años, el 1,8% tienen entre 20 y 34 años y el 
9,6% entre 35 y 44 años (figura 1) (Instituto Nacional del Cáncer 2013). 
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Figura 1.- Porcentaje de casos nuevos de CM por rango 
de edades en EEUU. Se muestra el porcentaje de casos 
nuevos de CM según el rango de edad de las pacientes. El 
11,4% de los casos diagnosticados de CM tienen menos de 
44 años. La edad media del diagnóstico de CM es de 61 
años (Instituto Nacional del Cáncer 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La supervivencia media relativa del CM tras 5 años es del 89,2%. El 
estadio en el que se ha diagnosticado el cáncer influye en la supervivencia. El 
61% de los casos de CM son de estadio I o localizado y el índice de supervivencia 
de este tipo es del 98,6%. El 32% de los casos de CM se diagnostican en estadio 
regional o expandido a ganglios linfáticos y su supervivencia, tras 5 años, es del 
84,4%. El 5% de los casos se diagnostican en estadio III o distante y el porcentaje 
de supervivencia es del 24,3%. El 2% no se conoce el estadio en el que se 
encuentra y su supervivencia es del 50% (figura 2) (Instituto Nacional del Cáncer 
2013). 
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Figura 2.- Porcentaje de casos y de supervivencia por estadio del CM tras 5 años 
del diagnóstico. En la figura A se muestra el porcentaje de casos según el tipo de CM. 
En la figura B se muestra el porcentaje de supervivencia tras 5 años en los distintos 
tipos de CM (Instituto Nacional del Cáncer 2013). 
  
 
1.3.- Factores de riesgo en el desarrollo del CM 
La probabilidad de ser diagnosticado de CM aumenta con la edad, siendo 
el riesgo estimado de padecerlo a lo largo de la vida de un 13,3%. La probabilidad 
de fallecer de un CM es de un 3,4%. 
 
1.3.1.- Agregación familiar y predisposición familiar 
Globalmente, el riesgo de padecer un CM en aquellas personas con un 
familiar de primer grado que haya sufrido un CM aumenta entre 1,5 y 3 veces 
respecto a la población general (Ottman et al., 1983). La historia familiar es un 
factor de riesgo heterogéneo que depende del número de familiares afectados y 
no afectados, de la edad en la que se diagnosticaron y el grado de parentesco 
entre ellos.  
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La predisposición hereditaria se sospecha cuando una mujer padece CM 
con menos de 45 años y tiene una historia familiar con casos de CM y/o ovario. 
Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 (herencia autosómica dominante), 
localizados en los cromosomas 17 y 13 respectivamente, se asocian con un riesgo 
del 85% de desarrollo de CM en edades tempranas. Asimismo, mutaciones en el 
gen BRCA1 también aumentan la probabilidad de padecer cáncer de ovario (Ford 
et al., 1994; Easton et al., 1997; Struewing et al., 1997). Las proteínas sintetizadas 
mediante la transcripción de los genes BRCA1 y BRCA2 ejercen una función 
inhibitoria de las señales desencadenadas por las hormonas esteroideas en el 
epitelio mamario. Alteraciones en estas proteínas provocan una ausencia de 
control sobre las rutas de señalización celular derivadas de la activación 
estrogénica, predisponiendo a la carcinogénesis (Fan et al., 1999). 
 
1.3.2.- Factores hormonales 
Estudios epidemiológicos a gran escala han sugerido que una mayor 
exposición a estrógenos durante un tiempo prolongado provoca un mayor riesgo 
de padecer CM. Una menarquia temprana o una menopausia tardía, la nuliparidad 
o una edad tardía del primer embarazo se relacionan con un aumento en la 
incidencia de CM (Gail et al., 1989; Rosner and Colditz, 1996). Aunque el 
incremento de la incidencia de CM persiste tras la menopausia, ésta es 6 veces 
menor que antes de la menopausia. Esto sugiere la importancia de la función 
ovárica en cuanto a la síntesis de estrógenos en el riesgo de padecer CM. 
 
1.3.3.- Factores ambientales 
La exposición a radiaciones ionizantes incrementa el riesgo de padecer 
CM, con un periodo de latencia de hasta 40 años. En un estudio en el que se 
analizaron 427 mujeres que habían recibido irradiación supradiafragmática como 
        I-Introducción 
 
7 
 
tratamiento para la enfermedad de Hodgkin, mostraron un riesgo relativo de 10,6 
veces más respecto al esperado en la población general sin irradiación previa 
(Gervais-Fagnou et al., 1999). 
 
1.4.- Clasificación  
El CM es una enfermedad genética y clínicamente heterogénea. Se han 
desarrollado sistemas de clasificación que han evolucionado a lo largo de muchas 
décadas en función del grado nuclear, la cantidad y el tipo de necrosis, el patrón 
de crecimiento, el tamaño tumoral y la diferenciación arquitectónica (Fonseca et 
al., 1997). Sin embargo, con los avances en los últimos años en el conocimiento 
de la base molecular de esta patología, se han identificado cinco subtipos 
moleculares de CM que ayudan a realizar una clasificación más exhaustiva y 
clínicamente relevante de la heterogeneidad del CM (Malhotra et al., 2010). 
Existen dos tipos de clasificaciones, la primera de ellas y más antigua 
hace referencia a sus características histopatológicas, la segunda clasificación 
hace referencia a la expresión molecular de diferentes marcadores génicos.  
 
1.4.1.- Clasificación histopatológica 
1.4.1.1- Carcinoma In Situ o Estadio 0: El carcinoma in situ (CIS) puede 
clasificarse como ductal o lobulillar, siguiendo patrones de crecimiento y 
características citológicas.  
- Carcinoma Ductal In Situ (CDIS): Se trata de una afección no invasiva en 
la que se encuentran células cancerígenas en el revestimiento de un 
conducto de la mama sin diseminarse a otros tejidos (Instituto Nacional del 
Cáncer, 2013). 
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- Carcinoma Lobular In Situ (CLIS): Se trata de una lesión 
histológicamente única que se manifiesta por una proliferación, en uno o 
más conductos terminales, en acinos o ambos a la vez, de células 
laxamente cohesionadas, a veces algo mayores de lo normal. En muy 
raras ocasiones se vuelve invasiva (Fisher et al., 1990).  
 
1.4.1.2- Carcinoma Infiltrante o Invasivo: Se trata de un grupo heterogéneo 
de tumores diferenciados por subtipos histológicos. El Carcinoma Ductal Infiltrante 
(CDI) es la forma más frecuente constituyendo un 80% de todos los casos y se 
caracteriza por ser una masa o tumoración con límites no bien delimitados. El CDI 
también se clasifica en bien diferenciado o grado I, moderadamente diferenciado o 
grado II y pobremente diferenciado o grado III (Malhotra et al., 2010).  
 
1.4.2.- Clasificación molecular  
Configurando una clasificación más precisa basada en el riesgo de 
recurrencia y progresión de la enfermedad, se ha creado una nueva clasificación 
del CM que incorpora marcadores moleculares como el Receptor de Estrógeno 
(RE), Progesterona (P), ErbB2 (Her2/neu) y p53, los cuales han demostrado tener 
una importancia pronóstica importante (Malhotra et al., 2010). 
El CM se ha dividido en dos grandes grupos de acuerdo con los patrones 
de expresión génica, relacionados con el pronóstico, con el riesgo de metástasis y 
con la positividad para el RE. Así, se clasifican en neoplasias de bajo grado que 
expresan RE y P y en neoplasias de alto grado que no expresan ni RE ni P, y sí 
que expresan Her2/neu (Sorlie et al., 2003; Imigo F. G. et al., 2011) (tabla 1). La 
sub-clasificación de los tipos de tumores se realiza por el estado de RE y P, 
HER2/neu y el índice de proliferación determinado por ki67 (Cheang et al., 2009; 
MCCafferty M et al., 2009). 
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Tabla 1.- Clasificación molecular del CM. 
Se muestran los dos grandes tipos 
moleculares de CM con sus subtipos (Imigo 
F. G. et al. 2011).  
 
 
 
 
 
 
 
2.- Biología del crecimiento y diseminación tumoral 
El objetivo de nuestro estudio es el análisis de la posible presencia de 
micrometástasis en el tejido ovárico que no son evidentes clínicamente. La 
biología de tumores malignos pueden dividirse en 4 fases: transformación, 
crecimiento, invasión local y metástasis a distancia. La transformación se refiere al 
cambio de una célula benigna a maligna mediante mecanismos genéticos. El 
crecimiento de la masa tumoral es un procedimiento complejo que viene 
determinado por la cinética del crecimiento de las células tumorales, la 
angiogénesis y progresión tumoral. El tiempo de duplicación de las células 
tumorales depende de ellas mismas, mientras que la angiogénesis representa 
respuestas del individuo suscitadas por las mismas células tumorales o por sus 
productos de secreción.  
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2.1.- Cinética del crecimiento tumoral 
El ciclo celular de los tumores tiene las mismas 5 fases (G0, G1, S, G2 y 
M) que las células normales. La proporción de células tumorales que están en fase 
de replicación se denomina “fracción de crecimiento”. En las fases primarias del 
tumor, la inmensa mayoría de las células presentan una replicación activa. A 
medida que el tumor crece, un mayor número de células abandona el estado 
replicativo, debido a la carencia de nutrientes, por desprendimientos o que 
permanecen en fase G0 (quiescente). Cuando el tumor es clínicamente detectable, 
la mayoría de las células no están en fase replicativa; en los tumores de 
crecimiento muy rápido la fracción en replicación es del 20%. El CM presenta una 
fracción de crecimiento baja, y la producción relativa de células tumorales es del 
10%, por lo que se considera que presenta un crecimiento lento (Tannok, 1992). 
Los agentes antitumorales actúan sobre las células que están sintetizando 
ADN, y por lo tanto dividiéndose, por lo que un tumor que solo contiene una 
fracción replicativa del 5% crecerá lentamente, pero será refractario al tratamiento 
ya que éste solo matará a las células en división. Tumores mucho más agresivos 
son más sensibles al tratamiento debido a su alta fracción replicativa (Norton, 
1988; Norton and Day, 1991). 
 
2.2.- Angiogénesis tumoral 
El aporte sanguíneo es imprescindible para el crecimiento tumoral. Un 
tumor en crecimiento requiere unas necesidades metabólicas que se aportan 
mediante los vasos sanguíneos. Sin la presencia de vasos intratumorales, la 
metástasis no es posible. Estos vasos sanguíneos actúan como una ruta de 
movilización de células malignas a otros puntos del cuerpo del individuo. Una vez 
que las células tumorales están dentro del sistema circulatorio pueden invadir 
otros tejidos, saliendo del torrente sanguíneo al tejido circundante. En el tejido 
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nuevo, estas células empiezan a crecer y formar un núcleo de micrometástasis 
que debe ser sostenido por la formación de nuevos vasos sanguíneos que 
permitan el crecimiento de un tumor macroscópico (Ceballos and Ghersevich, 
2008). 
 
2.3.- Progresión tumoral 
El potencial maligno de un tumor está relacionado con la aparición 
secuencial de subpoblaciones celulares que se diferencian en varios atributos 
fenotípicos, como en su capacidad invasora, su tasa de crecimiento, su capacidad 
de metastatizar, su respuesta a hormonas y su sensibilidad a los fármacos 
antineoplásicos. La causa de la progresión son las mutaciones acumuladas en las 
distintas células en la replicación progresiva, generando subclones de distintas 
características. Las células transformadas son genéticamente inestables y sus 
mecanismos de reparación están alterados, por lo que los errores en la replicación 
se acumulan generando los distintos fenotipos tumorales (Hill, 1990). 
 
2.4.- Mecanismo de invasión y metástasis 
La metástasis es la causa principal de mortalidad relacionada con el 
cáncer. Para que las células tumorales se escindan de la masa primaria, penetren 
en los vasos sanguíneos y linfáticos y crezcan secundariamente en un lugar 
distante deben seguir los pasos que se resumen en la figura 3. 
Para que se produzca un foco de metástasis es necesario que se 
produzca una invasión de la matriz extracelular, diseminación vascular y 
alojamiento de las células tumorales. Los tejidos sanos están organizados en una 
serie de compartimentos separados por dos tipos de matriz extracelular: 
membranas basales y tejido conectivo intersticial. Una célula maligna primero tiene 
que romper la membrana basal, atravesar el tejido conectivo y, posteriormente 
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romper la membrana basal vascular y pasar a la circulación. La invasión de la 
matriz extravascular requiere que las células se unan a los componentes de la 
matriz y se degraden, para finalmente, migrar a posiciones distantes de la inicial.  
Una vez en la circulación las células tumorales son susceptibles a los 
mecanismos de defensa del huésped. Dentro de la circulación las células tienden 
a agregarse formando acúmulos de células tumorales y elementos formes de la 
sangre (la adherencia a las plaquetas parece aumentar la probabilidad de 
supervivencia de las células y la adhesividad a los tejidos distantes). La detención 
y extravasación de las agregaciones celulares tumorales en lugares distantes 
implica la adherencia al endotelio y la salida a través de la membrana basal. En 
este proceso están implicadas moléculas de adhesión y enzimas proteolíticas. Se 
ha observado que las células tumorales expresan variantes de la molécula CD44 
que les proporciona la capacidad de adherirse al endotelio y la diseminación 
extravascular (Kahn, 1992; Nabi et al., 1992; Albelda, 1993). 
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Figura 3.- Esquema de proceso de metástasis. Se muestra el tumor primario en 
mama, desde él, las células tumorales trasvasan al torrente sanguíneo e invaden 
nuevos órganos distantes al tumor primario. En este proceso algunas células tumorales 
pueden ser eliminadas gracias a la acción del sistema inmunitario. 
 
 
3.- Efecto de los tratamientos oncológicos en la fertilidad 
El CM es la patología oncológica más frecuente en mujeres en edad 
reproductiva. Aproximadamente, sobre el 13% de los CM diagnosticados ocurren 
en pacientes menores de 45 años (Maltaris et al., 2008). Debido a que la media de 
edad en la que las mujeres deciden quedar gestantes por primera vez es de 29,8 
años, muchas pacientes con CM no completaron sus deseos reproductivos antes 
de la enfermedad, y desean tener descendencia después del diagnóstico de CM 
(Maltaris et al., 2008). Muchas mujeres sufren efectos secundarios de esterilidad a 
causa del tratamiento antineoplásico recibido (Colleoni et al., 2002; Oktay et al., 
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2005; Sonmezer and Oktay, 2006). La radiación pélvica, abdominal y espinal y 
ciertos agentes quimioterápicos utilizados ampliamente en el tratamiento del CM 
han demostrado aumentar el Fallo Ovárico Precoz (FOP) (Byrne, 1999; Sklar, 
1999; Bakker et al., 2004; Gatta et al., 2005). 
El efecto tóxico de Radioterapia (RT) y/o Quimioterapia (QT) es reversible 
en los tejidos que presentan una división celular rápida como es el caso de la 
médula ósea, el tracto gastrointestinal o el timo. En el ovario provocan la 
destrucción irreversible de las células germinales produciendo FOP (Meirow and 
Nugent, 2001; Larsen et al., 2003a).  
El impacto de los tratamientos oncológicos utilizados en CM sobre la 
fertilidad depende de tres variables, fundamentalmente: el agente quimioterápico, 
la dosis total administrada y la edad de la paciente. Se considera un riesgo 
elevado cuando la probabilidad de amenorrea permanente es ≥80%, intermedio 
cuando es entre 20 y 80% y bajo cuando es <20% (Hudson et al., 2009). 
Estos fármacos pueden disminuir la reserva folicular, causando una atrofia 
ovárica y un daño en la vascularización del ovario. El mecanismo exacto por el 
cual se produce esta toxicidad en el aparato reproductor femenino todavía no está 
claro, aunque se piensa que podrían dañar a las células de la pregranulosa de los 
folículos, produciendo una destrucción de los mismos. Este efecto se hace latente 
por la disminución de los niveles de la Hormona Antimülleriana (AMH) (en inglés 
“Antimüllerian Hormone”) e inhibina B (Wallace and Kelsey, 2010). Mediante 
técnicas histológicas, se puede observar que la QT produce hinchazón y apoptosis 
(figura 4) de las células de la pregranulosa y del núcleo de las mismas, así como, 
una desorganización de la arquitectura de los folículos primordiales (Norwitz et al., 
2001).  
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Figura 4.- Tinción inmunohistoquímica (IHQ) de apoptosis de CO humana. En la 
figura A se muestra un folículo primordial normal en el que no hay apoptosis después 
de cultivo durante 36 h sin quimioterápicos (tejido control). En las figuras B y C se 
muestra un folículo primordial con tinción positiva para marcadores de apoptosis en 
células de la pregranulosa y en el ovocito. Aumento 100X (Meirow, Nugent 2001). 
 
 
Se han descrito otros mecanismos adicionales que estarían implicados en 
la pérdida folicular asociada a los agentes antineoplásicos, como las alteraciones 
en la vascularización y áreas de fibrosis en la Corteza Ovárica (CO) (Meirow et al., 
2007a). Tras el tratamiento de QT, los vasos intra-ováricos se estrechan hasta su 
obstrucción. La vascularización del ovario es un sistema de arterias terminales, por 
lo que la obturación de los distintos vasos implica un cese del aporte vascular de 
las zonas afectadas y, como consecuencia, la aparición de áreas de fibrosis y de 
nuevos vasos sanguíneos de pequeño tamaño sin ningún patrón de organización 
que intenta suplir la carencia del aporte sanguíneo al ovario. 
Una de las limitaciones en la valoración del impacto de los tratamientos 
antineoplásicos sobre la fertilidad es considerar la amenorrea tras el tratamiento 
como un marcador de esterilidad. Entre un 20 y 56% de las pacientes menores de 
40 años recuperan la menstruación después de 6 meses de completar el 
tratamiento, mientras que las pacientes mayores de 40 años solamente en un 11% 
de los casos (Bines J. et al., 1996). Esto se debe a que los folículos en 
crecimiento, sufren daños durante el tratamiento y necesitan entre 3 y 6 meses 
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para que los folículos primordiales se recuperen y continúen con su desarrollo. Sin 
embargo, la amenorrea es el último evento que tiene lugar en la evaluación de un 
FOP, por lo que una restauración de la menstruación no implica fertilidad. 
 
3.1.- Tratamientos gonadotóxicos 
3.1.1.- Efecto de la quimioterapia  
Los agentes quimioterápicos pueden causar daño en el ADN y anomalías 
cromosómicas en el ovocito incrementando el riesgo de abortos y malformaciones 
congénitas (Martinez et al., 2013). Estos agentes se utilizan frecuentemente en 
combinación ya que sus efectos antitumorales son adicionales, pero los efectos 
adversos también se incrementan. Se ha observado que los fármacos más 
gonadotóxicos son los agentes alquilantes, como la ciclofosfamida. Se ha descrito 
que una dosis acumulada de 20,4 g de ciclofosfamida en mujeres de 20-25 años 
provoca esterilidad (Meirow and Nugent, 2001). Estos agentes actúan uniéndose 
al ADN evitando su replicación y transcripción, siendo extremadamente 
gonadotóxicos porque actúan independientemente de la fase del ciclo celular 
dañando los folículos primordiales (Rosendahl et al., 2010). 
Diferentes regímenes quimioterápicos producen distinto grado de 
amenorrea en pacientes con CM. En la tabla 2 se muestra un resumen de 
diferentes estudios en los que se analiza el índice de amenorrea según los 
fármacos administrados y la duración del tratamiento (Maltaris et al., 2008). 
Alrededor de un 40% de las mujeres menores de 40 años que reciben QT 
desarrollan un FOP, mientras que en mujeres mayores de 40 años este porcentaje 
se incrementa hasta un 76% (Blumenfeld, 2002). 
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Tabla 2.- Incidencia de amenorrea inducida por los tratamientos de QT más 
utilizados en CM.  Se muestra diferentes estudios en los que se analiza el efecto de los 
agentes QT sobre la función ovárica. CMF Ciclofosfamida, Metotrexato y Fluorouracilo. 
FEC: Fluorouracilo, Epirubicino y Ciclofosfamida. ACD: Adriamicina (doxorubicina), 
Ciclofosfamida y Docetaxel. FAC: Fluorouracilo, Adriamicina (doxorubicina) y 
Ciclofosfamida. AC-t/D: Adriamicina (doxorubicina), Ciclofosfamida y Taxol/Docetaxel. 
AC: Adriamicina (doxorubicina) y Ciclofosfamida. ACT: Adriamicina (doxorubicina), 
Ciclofosfamida y Taxol. FACT: Fluorouracilo, Adriamicina (doxorubicina), Ciclofosfamida 
y Taxol (Maltaris et al. 2008). 
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3.1.2.- Efecto de la radioterapia 
Las radiaciones ionizantes producen efectos adversos en la función 
gonadal. El grado de gonadotoxicidad dependerá de la edad de la paciente, de la 
dosis del tratamiento y del campo de irradiación, siendo especialmente peligroso 
para la función reproductora la exposición de irradiación en la pelvis, ya que 
incrementa notablemente los riesgos obstétricos y neonatales (Norwitz et al., 
2001) y es capaz de producir lesiones a nivel ovárico disminuyendo la reserva 
folicular (Meirow and Nugent, 2001).  
La dosis estimada en que se produce una pérdida del 50% de la dotación 
folicular es 2 Gray (Gy) (Wallace et al., 2003). La irradiación abdominal en dosis de 
20-30 Gy produce un fallo ovárico permanente en el 97% de las pacientes 
mayores de 40 años, y en un 72% de las pacientes en edad prepuberal, mientras 
que una única dosis de 10-15 Gy en todo el cuerpo es capaz de inducir un FOP 
(Meirow et al., 2007b). Dosis menores de 10 Gy son capaces de inducir un fallo 
ovárico agudo en pacientes que presentan otros factores de riesgo, como una 
exposición concomitante de agentes alquilantes y una edad avanzada, mientras 
que en pacientes puberales el riesgo es de 50-80% (Meirow et al., 2010).  
 
3.2.- Fallo Ovárico Precoz  
FOP implica un mal funcionamiento del ovario como órgano reproductor y 
un cese de la función hormonal del mismo, asociado a problemas vasomotores, 
esqueléticos, genitourinarios y cardiovasculares. Se diagnostica un fallo ovárico 
agudo cuando el cese de la función ovárica ocurre durante el tratamiento 
antineoplásico o en los siguientes 5 años después del cese del mismo.  
La función ovárica de las pacientes con cáncer puede ser evaluada por 
medidas indirectas como presencia o ausencia de ciclos menstruales, niveles 
hormonales en sangre (Bath et al., 2002), exploraciones ecográficas en las que se 
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determina el número de folículos antrales, el volumen ovárico (Larsen et al., 
2003b) y dosis y tratamientos recibidos (Wallace et al., 2005). 
Los parámetros clínicos pre-tratamiento como la presencia de 
menstruación, ciclos regulares o embarazo previo no reflejan exactamente el 
estado de la reserva ovárica. En un estudio de 138 mujeres pre-menopáusicas con 
un CM localizado, la edad en el momento del diagnóstico y la QT sistémica eran 
los mejores predictores de menopausia un año más tarde (Chemaitilly et al., 2006). 
La determinación de folículos antrales se realiza mediante ecografía 
transvaginal, pero la cuantificación de folículos primordiales es muy compleja. Por 
ello, se utilizan marcadores indirectos que reflejen ese pool folicular en desarrollo 
existente en el ovario. Los parámetros indirectos más utilizados son la 
determinación de los niveles hormonales de Hormona Folículo Estimulante (FSH) 
(en inglés “Follicle-Stimulating Hormone”), Inhibina B y AMH.  
 
3.2.1.- Determinación de FSH y Estradiol 
La FSH es una hormona gonadotrópica que se sintetiza y se secreta en la 
glándula pituitaria anterior. Regula el desarrollo, el crecimiento, la maduración 
puberal y los procesos de maduración ovocitaria en la mujer. 
La determinación basal de FSH se considera un marcador indirecto de la 
reserva ovárica ampliamente utilizado, ya que depende de la integridad del eje 
hipotálamo-hipófisis-ovario (figura 5). Se ha observado que la capacidad predictiva 
de la FSH cambia según la edad de la paciente. Es importante marcar unas 
medidas como punto de corte, así, se diagnostica un fallo ovárico cuando al 
menos dos determinaciones de FSH se encuentran por encima de 40 UI/ml, 
independientemente de la presencia o ausencia de sangrado menstrual, ya que 
éste no es indicativo de función ovárica. Con niveles de FSH mayores a 20 UI/ml 
hay una correlación negativa con la tasa de gestación evolutiva, 
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Figura 5.- Esquema del eje 
hipotálamo-hipófisis-
ovario. El hipotálamo libera 
la hormona GnRH que actúa 
sobre la hipófisis estimulando 
la liberación de las hormonas 
FSH y LH. FSH actúa sobre 
los ovarios estimulando el 
desarrollo de los folículos y la 
liberación de estrógenos. La 
hormona LH estimula la 
ovulación y el desarrollo del 
cuerpo lúteo. 
independientemente de la edad de la paciente (van Rooij et al., 2004). Algunos 
autores han demostrado que elevaciones moderadas de FSH (definidas de 10-
11,4 UI/ml) son difíciles de interpretar (Esposito et al., 2002). Una limitación de la 
determinación de la FSH es la variabilidad significativa entre los distintos ciclos 
(Scott et al., 1990). Además, se ha observado que pacientes con una reserva 
ovárica limitada presentan una mayor variabilidad en los niveles basales de FSH 
entre ciclos (Kwee et al., 2004). 
Una fase folicular corta en mujeres de más edad puede ser debida a un 
mayor reclutamiento folicular por ciclo. La selección del folículo dominante se 
asocia con una alta concentración de Estradiol (E2) en los primeros días del ciclo 
menstrual (Licciardi et al., 1995). En tratamientos de reproducción asistida, se ha 
observado que en las pacientes que presentan un valor elevado de E2 en el tercer 
día de ciclo, se recogen menos ovocitos y presentan una menor tasa de gestación 
(Licciardi et al., 1995; Smotrich et al., 1995). 
El valor predictivo de la determinación basal de E2 conjuntamente con la 
FSH basal aumenta con la edad de las pacientes (Buyalos et al., 1997). Sin 
embargo, son necesarios más estudios al respecto para establecer un significado 
claro de los niveles de E2 como marcadores de reserva ovárica. 
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3.2.- Determinación de inhibinas 
Las inhibinas y activinas son glucoproteínas que pertenecen a la 
superfamilia de los factores de crecimiento y diferenciación. Las activinas actúan 
como antagonistas funcionales de las inhibinas, estimulando la síntesis y 
secreción de FSH (Muttukrishna and Knight, 1991). La inhibina suprime 
selectivamente la secreción de FSH, mientras que la activina la estimula 
(Muttukrishna and Knight, 1990).  
Los niveles de inhibina A son bajos en la fase folicular mientras que 
aumentan de manera significativa en la fase lútea, ya que es producida 
fundamentalmente por los folículos maduros y por el cuerpo lúteo (Roberts et al., 
1993). Por el contrario, la inhibina B se secreta fundamentalmente por los folículos 
preantrales en la fase folicular inicial, alcanza un pico en la mitad de la fase 
folicular media, coincidiendo con el descenso de los niveles de FSH (Groome et 
al., 1996; Klein et al., 1996; Blumenfeld, 2002). 
En mujeres con FOP con algún ciclo ovulatorio, los niveles 
persistentemente elevados de FSH se acompañan de niveles bajos de inhibina A y 
B (Welt et al., 2005). En distintos estudios se ha demostrado que existe una 
correlación entre la inhibina B y otros marcadores de reserva ovárica. Hay 
evidencias de que los niveles basales de inhibina B se correlacionan con la 
cohorte folicular (Elting et al., 2001) y con el número de ovocitos (Eldar-Geva et al., 
2002). Estudios realizados con la inhibina A también demuestran que existe 
correlación entre sus niveles y la respuesta ovárica (Casper et al., 2001).  
 
3.3.- Determinación de la hormona Antimülleriana 
AMH forma parte de la superfamilia de los factores de crecimiento y 
diferenciación. Se cree que es secretada por las células de la granulosa de los 
folículos preantrales y por los pequeños folículos antrales (figura 6). Las células de 
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Figura 6.- Esquema de la producción de AHM en los folículos. La producción 
de AMH es mayor en las etapas preantrales del desarrollo folicular. AMH se 
produce en los folículos primarios y preantrales. Los folículos primordiales que no 
iniciaron su crecimiento no secretan hormona AMH, pero el número de folículos 
que comienzan su crecimiento está relacionado con el número de folículos 
primordiales del pool folicular, por lo que los niveles de AMH séricos son 
indicativos de la reserva ovárica (Zec et al. 2011). 
la pregranulosa del pool de folículos primordiales no expresan AMH hasta que son 
reclutadas para iniciar el crecimiento y desarrollo, que empieza inmediatamente a 
producir AMH (figura 6) (Hirobe et al., 1992; Durlinger et al., 2002). Por otra parte, 
la producción de AMH cesa a medida que avanza el crecimiento y el desarrollo 
folicular. Así pues, parece que no se produce secreción de AMH en los folículos 
antrales de mayor tamaño, en los periovulatorios ni en el cuerpo lúteo, así como 
en los folículos que inician los fenómenos de atresia. Tampoco hay secreción en el 
ovocito y en las células intersticiales del ovario (Hirobe et al., 1992; Durlinger et al., 
2002). 
El pool folicular en crecimiento está relacionado con el pool del resto de 
folículos primordiales. La reserva ovárica, los folículos antrales observados 
mediante ecografía y los niveles de AMH en sangre disminuyen con la edad. 
Mujeres con muchos folículos pequeños o con ovarios poliquísticos presentan un 
valor sérico de AMH alto. Mientras que mujeres cerca de la menopausia presentan 
niveles bajos de dicha hormona. Un valor normal de AMH en sangre es > 1ng/ml, 
valores altos se consideran >3 ng/ml (síndrome ovario poliquístico). Valores del 
rango de 0,7-0,9 ng/ml se consideran bajos pero dentro de la normalidad y de    
0,3 a 0,6 ng/ml se consideran bajos y valores menores a 0,3 muy bajos.  
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La hormona AMH se puede considerar como un factor de crecimiento que 
actúa sobre los folículos primordiales en crecimiento, y como un indicador del pool 
de folículos independientes de la hormona FSH (Meirow et al., 2007a). Se ha 
demostrado una asociación entre los niveles basales bajos de AMH y una baja 
respuesta en los tratamientos de Fecundación In Vitro (FIV) (van Rooij et al., 
2002). Además, los niveles iniciales de AMH están correlacionados con la 
respuesta ovárica en pacientes de FIV con niveles de FSH dentro del rango de 
normalidad (Seifer et al., 2002).  
Aunque los niveles séricos de AMH no son el único marcador de la reserva 
ovárica, sus niveles a lo largo del ciclo menstrual fluctúan muy ligeramente (Cook 
et al., 2000), lo que la convierte en una ventaja añadida en la búsqueda del 
marcador ideal de la reserva ovárica. Sin embargo, la interpretación de los niveles 
circulantes de AMH ha abierto un campo de discusión y análisis que dista de haber 
obtenido respuestas concluyentes y genera cierta controversia. 
 
4.- Preservación de la Fertilidad en pacientes oncológicas 
En la actualidad, existen varias opciones para preservar la fertilidad y 
conservar la función ovárica en pacientes con riesgo de desarrollar FOP 
relacionado con el tratamiento antineoplásico (figura 7).  
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Figura 7.- Estrategias a seguir para la preservación de la fertilidad en pacientes 
con cáncer. Las opciones de las pacientes varían dependiendo del daño ovárico 
esperable a causa del tratamiento a recibir, el tipo de cáncer, el tiempo disponible, la 
edad y la sensibilidad del tumor a estrógenos. Imagen modificada de (Sonmezer, Oktay 
2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.- Análogos de hormona liberadora de gonadotropina  
El uso de análogos de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) (en 
inglés “Gonadotropin-Releasing Hormone”) como estrategia para preservar la 
fertilidad en pacientes oncológicas es controvertido. GnRH podría proteger frente a 
los efectos tóxicos de los tratamientos antineoplásicos creando un estado 
hipogonadotropo similar a la etapa puberal, siendo posible la protección de los 
folículos en crecimiento; pero éstos solo constituyen el 10% de la población 
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folicular, por lo que el uso de análogos de la GnRH supondría una protección a 
corto plazo (Oktay et al., 1997). Sin embargo, no existen evidencias de que haya 
receptores para GnRH en los folículos primordiales ni preantrales. Además, el 
tratamiento con GnRH podría provocar una disminución de la respuesta a la QT, 
ya que detiene las células en fase G0 del ciclo celular, convirtiéndolas en menos 
sensibles a la QT.  
Se han llevado a cabo varios estudios en humanos que certifican el efecto 
protector de los agonistas de GnRH, pero son estudios de pequeño tamaño 
muestral y no aleatorizados. En un estudio en el que mujeres con CM recibieron 
GnRH junto con la QT versus pacientes que no recibieron GnRH, observaron que 
el FOP fue menor en el grupo en el que administraron GnRH (11,4% contra 66,6% 
respectivamente), demostrando que el tratamiento antineoplásico combinado con 
GnRH puede preservar la función ovárica en mujeres menores de 40 años. Sin 
embargo, el periodo de seguimiento de este estudio fue demasiado corto (Badawy 
et al., 2009). En un meta-análisis realizado a partir de 11 estudios prospectivos (3 
aleatorios y 8 no-aleatorios), el co-tratamiento con GnRH durante la QT parece 
estar asociado con el incremento del mantenimiento de la función ovárica después 
del tratamiento (Kim et al., 2011). Sin embargo, el análisis individual de los 3 
estudios aleatorizados no muestra diferencias significativas entre el grupo que se 
administra GnRH y el control (Kim et al., 2011). Por lo que se requiere un estudio 
prospectivo aleatorizado mayor para determinar la función de GnRH en la 
protección de la función ovárica.  
 
4.2.- Transposición quirúrgica de los ovarios 
La transposición quirúrgica de los ovarios fuera del campo de irradiación 
puede preservar la función ovárica y debe de ser una técnica a considerar en 
mujeres en edad reproductiva con enfermedades malignas pélvicas antes de 
recibir la radiación. Se trata de una técnica que se realiza desde hace más de 3 
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décadas para la preservación de la función ovárica en pacientes con enfermedad 
de Hodgkin antes de la irradiación de los ganglios (Ray et al., 1970). 
La transposición ovárica puede realizarse por laparotomía durante el 
tratamiento quirúrgico propio de la enfermedad o mediante laparoscopia antes de 
recibir la radiación. Este procedimiento puede reducir el daño causado por la RT 
pero no protege contra el daño causado por la QT sistémica (Meirow and Nugent, 
2001). 
El mantenimiento de la función ovárica no se puede asegurar en todos los 
casos. A pesar de la transposición ovárica fuera del campo de irradiación, la dosis 
media de radiación que recibiría es 1,75 Gy. Se ha observado que en pacientes 
menores de 40 años en las que se ha aplicado esta técnica antes de la radiación 
pélvica no sufrieron FOP (Clough et al., 1996). 
La transposición ovárica mediante laparoscopia es un procedimiento 
importante en mujeres en edad reproductiva antes de recibir la radiación pélvica. 
Esta operación es altamente efectiva, pero no se debe subestimar el 
procedimiento quirúrgico, que puede traer consigo complicaciones de 
vascularización, pérdida folicular y formación de quistes ováricos (Meirow and 
Nugent, 2001). 
Si los ovarios son trasladados a una posición abdominal se puede lograr 
una gestación espontánea, sin necesidad de someterse a una segunda cirugía de 
reubicación de los ovarios a una zona pélvica. Además esta técnica puede 
practicarse sola o en combinación con otras técnicas de Preservación de la 
Fertilidad (PF) (Martin et al., 2007). 
 
4.3.- Criopreservación de embriones 
La criopreservación de embriones es una de las técnicas, junto a la 
criopreservación de ovocitos, clínicamente bien establecida y no experimental, con 
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una tasa de recién nacidos vivos elevada. Las tasas de supervivencia para 
embriones congelados son entre el 35 y 90%, el índice de implantación entre el 8 y 
30% y el índice de embarazo acumulativo es mayor a 60% (Senn et al., 2000; 
Wang et al., 2001; Son et al., 2003). 
Esta técnica es una de las primeras opciones para la PF pero requiere de 
una estimulación ovárica para la obtención de ovocitos, que supone una demora 
en el inicio del tratamiento antineoplásico de 2 a 5 semanas. Este tiempo puede 
considerarse excesivo para pacientes que deben iniciar su tratamiento 
inmediatamente. Además, el hecho de criopreservar embriones requiere que la 
paciente tenga una pareja estable. En niñas y adolescentes no sería posible, y en 
personas sin parejas, el uso de donantes de semen sería controvertido.  
En el CM, en general, hay un periodo de 6 semanas entre la cirugía y el 
inicio de la QT, que sería el periodo idóneo para realizar la PF mediante esta 
técnica. Sin embargo, la hiperestimulación realizada en los ciclos de FIV conlleva 
un aumento de los niveles de E2 10 veces más altos que el pico obtenido en un 
ciclo natural y no es recomendado en algunos tipos de CM (Sonmezer and Oktay, 
2004). La estimulación ovárica requiere del uso de gonadotropinas que están 
contraindicadas en neoplasias hormono-dependientes como es el caso del CM, 
debido a la elevación producida de los niveles de estrógenos.  
En algunos casos, la estimulación ovárica en pacientes con CM se puede 
realizar con tamoxifeno, que es un estimulador selectivo de los RE, o letrozol, que 
es un inhibidor de la aromatasa, solo o combinados con FSH (Oktay et al., 2005).  
Aunque el tamoxifeno incrementa los niveles de E2, este fármaco puede 
bloquear los efectos de los niveles suprafisiológicos de los niveles de estrógenos 
en el tejido mamario e inhibe el crecimiento de los tumores mamarios debido a una 
competición antagonista del estrógeno por el receptor. De hecho, los niveles 
medios de E2 son crónicamente elevados en pacientes con CM con un tratamiento 
de tamoxifeno durante largo tiempo y pueden llegar a ser mayores que los niveles 
I-Introducción 
 
28 
 
observados en pacientes sometidas a estimulación ovárica con tamoxifeno 
(Shushan et al., 1996; Klijn et al., 2000). 
El letrozol es un inhibidor de la aromatasa de tercera generación que fue 
desarrollado a principios de los años 90. Inhibe de forma competitiva la actividad 
de la enzima aromatasa y tiene una vida media de 48 horas (Pfister et al., 2001). 
Suprime significativamente los niveles de E2 en plasma. Recientemente se han 
testado a los inhibidores de la aromatasa como agentes inductores de la ovulación 
que presentan beneficio solo o en combinación con FSH. El letrozol es el fármaco 
de elección para bajas respondedoras (Mitwally and Casper, 2002).  
Con todo ello hay que considerar una problemática ética y legal sobre la 
acumulación y destino final de embriones obtenidos de pacientes que se 
someterán a un tratamiento de QT o RT, ya que puede ocurrir que esas pacientes 
no sobrevivan a la enfermedad.   
 
4.4.- Criopreservación de ovocitos inmaduros y maduros 
La criopreservación de ovocitos es la técnica más común en PF. No es 
necesario tener pareja ni el uso de semen de donante evitando así problemas 
morales, religiosos y legales. En este caso se criopreservarían los ovocitos tanto 
en su forma inmadura como madura. El índice medio de supervivencia es de 
68,4% y el índice de fecundación de 48,5% desde ovocitos vitrificados (Sonmezer 
and Oktay, 2004).  
Los ovocitos inmaduros se encuentran en fase de diploteno de la profase I 
de la meiosis, lo que se denomina vesícula germinal. En este estadio son menos 
susceptibles al daño por congelación que el ovocito maduro por su menor tamaño, 
su baja tasa metabólica y el estadio del ciclo celular. La ausencia del huso 
meiótico y la presencia de una membrana nuclear que protege la cromatina, 
garantiza la ausencia de anomalías citogenéticas durante las divisiones celulares 
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posteriores (Hutt and Albertini, 2007). Además la criopreservación de vesículas 
germinales no requiere de estimulación ovárica, lo que supondría un gran 
beneficio para pacientes con CM que no pueden retrasar el tratamiento o que 
presentan un tumor RE+. Aunque existen ventajas teóricas para criopreservar 
estadios inmaduros de los ovocitos, en la actualidad existen dificultades para 
conseguir una Maduración In Vitro (MIV) coordinada del núcleo y del citoplasma 
(Goud et al., 2000; Wu et al., 2001). Después de un proceso de MIV de las 
vesículas germinales criopreservadas, se observa anormalidades en el huso y una 
condensación prematura y parcial de los cromosomas (Park et al., 1997).   
En la actualidad, gracias a la técnica de vitrificación de ovocitos, la tasa de 
supervivencia tras la desvitrificación es del alrededor del 95% y la tasa de 
fecundación es similar a la obtenida con ovocitos en fresco (Kuwayama, 2007).  
La criopreservación de ovocitos es una estrategia atractiva y muy recurrida 
para la PF, ya que no requiere cirugía ni es necesario que la paciente tenga 
pareja, pero esta técnica implica que tenga que someterse a un ciclo de 
estimulación ovárica previa a la FIV. Muchas pacientes oncológicas no tienen 
tiempo para completar un ciclo de estimulación ovárica antes de iniciar el 
tratamiento frente al cáncer. 
 
4.5.-Criopreservación de tejido ovárico 
La criopreservación de CO es una técnica que puede realizarse muy 
rápidamente, sin retrasar el inicio de los tratamientos oncológicos. Es la única 
opción en pacientes prepuberales. No requiere de estimulación ovárica previa, por 
lo que pacientes con cáncer hormono-dependiente pueden beneficiarse de ella.  
Esta técnica además, con su posterior ortotrasplante, permite restablecer 
la función ovárica, es decir, mantener la capacidad reproductiva o exocrina y la 
producción hormonal o endocrina en el 93% de los casos (Donnez et al., 2013). El 
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lugar de reimplante ortotópico puede ser en una ventana peritoneal creada cerca 
del hilio ovárico (Donnez et al., 2006; Demeestere et al., 2007; Roux et al., 2010; 
Donnez et al., 2011), o en la Médula Ovárica (MO) (Schmidt et al., 2005; Donnez 
et al., 2006; Donnez et al., 2008; Donnez et al., 2010; Silber et al., 2010; Donnez 
et al., 2013). 
Con esta técnica se conservan muchos folículos primordiales in situ que 
contienen ovocitos arrestados en fase de diploteno de la primera división meiótica. 
Los folículos son de pequeño tamaño y quiescentes, y los ovocitos que contienen 
no tienen zona pelúcida ni gránulos corticales, lo que les confiere mayor tolerancia 
a los procesos de congelación-descongelación que los folículos maduros, por ello, 
se ha observado que el 70-80% de los folículos sobreviven a los procesos de 
congelación-descongelación (Newton et al., 1996). Hasta el momento, la 
maduración de estos folículos primordiales ha de realizarse in vivo, ya que los 
mecanismos de MIV todavía presentan muchas limitaciones. Por lo tanto, se debe 
reimplantar la CO como soporte, almacenamiento y transporte de esos folículos 
primordiales (Kim, 2006).  
La extracción de tejido ovárico requiere de un procedimiento quirúrgico, 
realizado normalmente mediante laparoscopia (figura 8), en el cual se extrae el 
ovario entero o un fragmento de éste. Se realiza una ooforectomía completa 
cuando el riesgo de FOP es muy elevado. En ocasiones, por motivos de logística 
no se puede realizar la criopreservación del tejido inmediatamente posterior a su 
extracción, por lo que se realizaron estudios de viabilidad de ese tejido pasado un 
tiempo de su extracción. Se ha observado que el transporte de tejido ovárico a      
4 ºC durante 24 horas no parece influir negativamente en la viabilidad folicular 
(Parmegiani et al., 2010; Dittrich et al., 2012).  
        I-Introducción 
 
31 
 
Figura 8.- Extracción de tejido ovárico 
mediante laparoscopia. En la fotografía 
se muestra una ovariotomía parcial. Si el 
riesgo de FOP es muy elevado se extrae 
el ovario completo (von Wolff et al. 2009). 
 
El tejido ovárico se corta en fragmentos y puede criopreservarse mediante 
técnicas de congelación lenta o mediante vitrificación. El grupo de Parkers, en 
1954, realizó los primeros intentos de conservación y posterior trasplante del tejido 
ovárico (Parkes and Smith, 1954). Esta técnica fue abandonada durante 30 años 
porque no suscitó demasiado interés. En 1994, el grupo de Gosden consiguió 
restaurar la fertilidad tras un autotrasplante de CO criopreservada de oveja, cuyo 
ovario es el más semejante a la estructura del ovario humano (Gosden et al., 
1994; Salle et al., 2002). El descubrimiento de los actuales agentes crioprotectores 
y el avance en la tecnología de la criopreservación (Oktay et al., 2001) despertó el 
interés en esta técnica, especialmente como una estrategia para la PF.  
La criopreservación de CO no es sencilla debido a su composición de 
diferentes tipos celulares (células del estroma, folículos formados por ovocitos, 
células de la granulosa y de la teca, vasos sanguíneos y nervios del tejido 
ovárico). La criopreservación mediante congelación lenta se realiza en una 
solución acuosa con diferentes solutos presentes. A medida que se produce un 
descenso de la temperatura se forman núcleos de hielo en el medio extracelular, 
dejando los solutos progresivamente más concentrados en la fracción líquida. Las 
células en suspensión deben deshidratarse para mantener el equilibrio osmótico 
con un medio extracelular cada vez más hipertónico (Boiso, 2001). El agente 
crioprotector debe penetrar de manera uniforme a través del estroma, de las 
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células de la granulosa y de los ovocitos, pero al mismo tiempo, se debe evitar la 
toxicidad asociada al crioprotector (Fuller and Paynter, 2004; Hovatta, 2005). El 
método estándar para criopreservar CO es un programa de congelación lenta 
usando un medio con agentes penetrantes de bajo peso molecular que contenga 
albúmina humana sérica con propanodiol, Dimetilsulfóxido (DMSO) o etilenglicol 
como agente crioprotector combinado con sucrosa (Hovatta et al., 1996; Newton et 
al., 1996; Gook et al., 1999). Además, en los últimos años se está trabajando para 
mejorar las estrategias de vitrificación de tejido ovárico. Las principales diferencias 
entre la vitrificación y el protocolo de congelación lenta son el proceso de 
congelación y la concentración del crioprotector utilizado. La diversidad de tipos 
celulares y la alta densidad celular dificultan la técnica de vitrificación. Aunque 
recientemente se han publicado estudios en los que muestran que la vitrificación 
pudiera ser más efectiva (Hovatta, 2005), hasta el momento, todos los embarazos 
obtenidos mediante esta técnica provienen de CO criopreservada mediante 
congelación lenta, ya que este es el método estándar (Dittrich et al., 2012).  
Hasta la fecha, se realizaron 60 reimplantes que dieron lugar a 30 recién 
nacidos vivos después de un trasplante de CO descongelada (Donnez et al., 
2013). La edad de la paciente y la reserva ovárica inicial son factores cruciales 
para el éxito de la técnica. Pacientes mayores de 40 años no son buenas 
candidatas para la criopreservación de tejido ovárico ya que el índice de embarazo 
después del trasplante es extremadamente bajo (von Wolff et al., 2009). La 
valoración rutinaria de la reserva ovárica con test endocrinos así como una 
ecografía mediante ultrasonidos pélvicos (contaje de folículos antrales) son la guía 
para la decisión clínica. Pacientes con niveles menores de 0,3 ng/ml de AMH en 
suero no son buenas candidatas para la criopreservación de tejido ovárico (Kim et 
al., 2011).  
La recuperación de la actividad ovárica se suele conseguir entre los tres 
meses y medio y los seis meses y medio después del reimplante, detectándose un 
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aumento de los niveles de E2 y una disminución de FSH a una media de 4,5 
meses (Donnez et al., 2013). 
 
5.- Riesgo de contaminación en el tejido ovárico con células malignas 
La criopreservación de CO en pacientes con cáncer se realiza con el fin de 
poder ser reimplantado cuando la paciente esté libre de enfermedad oncológica. 
La posibilidad de que existan células malignas en la CO criopreservada no 
detectadas constituye un riesgo a la hora del reimplante de tejido ovárico en la 
paciente, ya que podría ocasionar una reactivación de la enfermedad maligna.  
La mayoría de los cánceres más frecuentes en mujeres en edad 
reproductiva (linfoma de Hodgkin y no Hodgkin, tumor de Wilm’s, sarcoma de 
Ewing) tienen un riesgo muy bajo de metastatizar en el ovario. Sin embargo, los 
tumores hematológicos como las leucemias o el linfoma de Burkitt y algunos 
tumores sólidos de mama y colon en estadio avanzado presentan un riesgo mayor 
(Chu et al., 1981; Wyld and Lilleyman, 1983; Yada-Hashimoto et al., 2003).  
La incidencia de la aparición de metástasis en ovario a partir de un CM es 
de 4.5% (Ferlicot et al., 2004). Sin embargo, la ausencia de evidencias clínicas y 
radiológicas de metástasis distante (estadio II o menor) hace que la probabilidad 
de que el ovario esté afectado sea muy baja (Oktay and Sonmezer, 2004). 
Recientemente, se han llevado a cabo varios estudios sobre la detección 
de metástasis mediante técnicas inmunohistoquímicas (IHQs), reacción en cadena 
de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) (en inglés “Real Time 
quantitative Polymerase Chain Reaction”) y modelos in vivo en CO criopreservada 
de pacientes oncológicas, especialmente en leucemias, ya que el riesgo de 
reintroducir células malignas con el reimplante de CO es muy elevado (Rosendahl 
et al., 2013). En la tabla 3 se muestra un resumen de los estudios más 
representativos en la búsqueda de células malignas en CO criopreservada. 
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Tabla 3.- Resumen de los estudios de detección de células malignas en CO 
criopreservada en pacientes con cáncer. En la primera columna se muestra el autor y 
año de cada trabajo. En la segunda columna se muestra la patología que presentan las 
pacientes que acuden a la PF (CM, leucemia o Sarcomas). Se presenta también el 
rango de edad de las pacientes bajo estudio. Respecto a la metodología utilizada en 
cada trabajo, se indica si se usaron marcadores moleculares (RT-PCR), marcadores 
IHQs y estudios in vivo en animales murinos (tipo de ratón inmunodeficiente, lugar del 
implante y semanas de experimento). Además se indican los marcadores utilizados en 
cada caso. En la última columna se muestra a modo de resumen el resultado obtenido 
respecto a la presencia/ausencia de células malignas en el tejido ovárico.   
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Un estudio de Meirow en el que se analizó mediante histología 8 muestras 
de CO de pacientes con Leucemia Mielode (LM) no revela infiltración neoplásica 
en el tejido. En este mismo estudio analizaron 2 muestras mediante RT-qPCR y 
una de ellas mostró la presencia de células malignas en el tejido analizado 
(Meirow et al., 2008). 
Rosendahl y colaboradores, en el año 2010, analizaron la CO 
criopreservada de 26 pacientes con leucemia, mediante técnicas histológicas y 
moleculares. No encontraron células malignas mediante las técnicas histológicas, 
pero sí fueron detectadas mediante técnicas moleculares (Rosendahl et al., 2010). 
Los resultados obtenidos muestran que las técnicas moleculares son mucho más 
sensibles que las histológicas y es necesario un estudio molecular del tejido 
ovárico criopreservado para verificar la presencia o ausencia de células malignas.  
Dolmans y colaboradores llevaron a cabo un estudio más exhaustivo 
incorporando experimentos in vivo para la comprobación de la existencia de 
células malignas en el tejido ovárico criopreservado. Analizaron la CO 
criopreservada de 18 pacientes leucémicas [6 con Leucemia Mieloide Crónica 
(LMC) y 12 con Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA)]. Nueve de los casos 
estudiados (2 de LM y 7 de LL), con marcadores moleculares disponibles para 
esta patología, resultaron ser positivos indicando la presencia de células malignas 
en el tejido ovárico. Mediante técnicas tradicionales de detección de metástasis 
como es la IHQ no se detectaron células malignas en ninguno de los casos. 
Además observaron que la QT antes de la criopreservación de tejido ovárico no 
excluye de la contaminación con células malignas (Dolmans et al., 2010).  
En un estudio realizado por Greve y colaboradores se ha observado que 
pacientes con leucemia en completa remisión no presentan aparentemente células 
malignas en el tejido ovárico. Se han realizado estudios in vivo de 25 pacientes 
con leucemia en remisión, tanto antes del xenotrasplante a ratones como pasadas 
20 semanas, mediante técnicas histológicas, IHQs y moleculares. Ninguno de los 
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trasplantes reveló signos de enfermedad, ni en la pieza de tejido ovárico 
trasplantado ni en órganos murinos evaluados (Greve et al., 2012). Con estos 
resultados se sugiere que la criopreservación de tejido ovárico en pacientes con 
leucemia en remisión podría estar indicada. Más tarde el mismo grupo llevó a cabo 
el análisis de CO procedentes de 16 pacientes con sarcoma (9 con sarcoma de 
Edwing, 4 con osteosarcoma, 2 con sarcoma sinovial y 1 con condrosarcoma) 
mediante técnicas histológicas, IHQs y moleculares. En ninguno de los casos 
encontraron contaminación de células tumorales en el tejido ovárico 
criopreservado (Greve et al., 2013).  
En el caso del CM se han publicado diversos artículos acerca del análisis 
de la seguridad en el trasplante de tejido ovárico (Sanchez-Serrano et al., 2009; 
Azem et al., 2010; Rosendahl et al., 2011b; Luyckx et al., 2013). En total, más de 
177 biopsias de cortezas ováricas y seis biopsias enteras de CO, de 140 pacientes 
con CM, que tenían tejido ovárico criopreservado, han sido examinadas mediante 
histología, combinada o no con técnicas IHQs, sin evidencia de contaminación por 
células malignas. Aunque la histología sigue siendo la técnica estándar en el 
diagnóstico del CM, se ha demostrado en el caso de las CO procedentes de 
pacientes con leucemia que las técnicas histológicas e IHQs no son lo 
suficientemente sensibles para la detección de micrometástasis. Por lo que los 
nuevos métodos moleculares presentes actualmente en la medicina ofrecen 
enfoques nuevos y más precisos para el diagnóstico y tratamiento del CM.  
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6.- Métodos para excluir metástasis ovárica. Seguridad del trasplante 
de tejido ovárico 
Para que el método de trasplante de CO criopreservada sea fiable y 
seguro es necesario el uso de técnicas sensibles para la detección de alguna 
célula maligna en ese tejido. Para ello, se han propuesto tres enfoques diferentes 
de análisis:  
1.- Análisis mediante imágenes como la ecografía y escáner (TAC): 
Este procedimiento debe realizarse en todas las pacientes antes de la 
extracción de tejido ovárico con el objetivo de excluir una patología ovárica 
macroscópica. Además, un fragmento pequeño de tejido ovárico fresco 
debe ser evaluado mediante técnicas histológicas para la determinación 
de la presencia de suficientes folículos primordiales y la presencia de 
células malignas en el tejido. 
2.- Análisis mediante IHQ y RT-qPCR: el uso de estas técnicas es muy 
útil para excluir la presencia de células malignas individuales. La 
aplicación de técnicas moleculares ha demostrado una mayor sensibilidad 
en la detección de células malignas ocultas. 
3.- Trasplante modelo in vivo: El xenotransplante de pequeñas piezas de 
tejido ovárico congelado y descongelado en ratones inmunodeficientes es 
un método muy efectivo para la detección de residuos mínimos de células 
metastáticas. También contribuye a la evaluación del potencial de 
desarrollo del tejido ovárico almacenado antes de un posible trasplante, 
que bien puede ser analizado mediante cultivo celular (Isachenko et al., 
2006) o por xenotrasplante (Maltaris et al., 2006). Sin embargo, el análisis 
mediante xenotrasplante de cada una de las pacientes que acuden al 
programa de PF no es viable, ya que requiere de instalaciones específicas 
que no se encuentran en los hospitales, personal cualificado y mucho 
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tiempo de análisis. Por lo que éste no es un método que se pueda 
implantar de forma rutinaria en la práctica clínica. 
 
6.1.- Métodos moleculares 
El uso de las técnicas de genómica y proteómica podrían ser la 
herramienta definitiva de diagnóstico de micrometástasis, tal y como describen los 
estudios de Roshendal (Rosendahl et al., 2010) y Dolmans (Dolmans et al., 2010). 
Ambos demuestran que en la CO de las mujeres afectadas por leucemia, donde la 
detección de células malignas mediante técnicas de IHQ y de morfología dieron 
resultado negativo, existían células malignas que solo eran detectadas cuando el 
análisis se realizaba por RT-qPCR.  
Se conoce como marcadores de CM aquellos que nunca se expresan en 
tejido sano o en niveles muy residuales. Por todo lo expuesto anteriormente se 
plantea la necesidad de desarrollar un test diagnóstico en el que se analice la 
expresión génica de genes específicos de CM y metástasis para la detección de 
células malignas ocultas en el tejido ovárico criopreservado de estas pacientes. 
Existen una serie de genes específicos de proliferación celular, de CM y/o 
cáncer de ovario, relacionados con procesos de apoptosis que podrían ayudar a 
diagnosticar con una mayor sensibilidad y especificidad la presencia de metástasis 
ocultas en tejido ovárico de CM. 
 
6.1.1.- “Gross Cystic Disease Fluid Protein-15” (GCDFP15) 
GCDFP15 se considera un marcador específico de CM. La proteína 
GCDFP15 también denominada "PIP" es una glucoproteína secretora compuesta 
por 146 aminoácidos, monomérica, con 15 kDa. Se encuentra en el cromosoma 7, 
en la localización 7q32-q36. Este gen presenta una longitud de 7 kb y está 
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formado por 4 exones de una longitud desde 106 pares de bases (pb) a 223 pb 
(Myal et al., 1989; Myal et al., 1991). 
Se trata de una proteína pequeña muy específica y sensible de 
diferenciación apocrina (Jones et al., 2001). Actúa como una proteasa de 
aspartato que tiene como sustrato a la fibronectina (Caputo et al., 2003). Es una 
proteína inducible a la prolactina que se sobre-expresa en CM y, en contraste, no 
se expresa en tejido mamario sano (Luo et al., 2013). También se expresa en 
algunos órganos exocrinos como las glándulas salivares y lagrimales. Se ha 
observado en tejido conectivo, en el ojo, laringe, faringe, tráquea, músculo, 
próstata, en tumores de cuello y cabeza, y en tumores de tejido muscular 
(Mazoujian et al., 1983; Haagensen et al., 1990; Clark et al., 1999; Liu et al., 2004; 
Tian et al., 2004; Genes-to-Systems Breast Cancer Database, 2013). 
GCDFP15 se utiliza para la detección del CM y para el seguimiento de su 
progresión y de metástasis. Su expresión se ha identificado en la mayoría de las 
biopsias de CM (Myal et al., 1998; Clark et al., 1999). Mediante métodos 
inmunohistoquímicos se demostró que la expresión de GCDFP15 puede ser 
detectada en un 70-90% de los CM y en un 80% de sus metástasis. Además la 
presencia de GCDFP15 en tumores metastáticos de origen desconocido indica 
que provienen de una enfermedad mamaria (Wick et al., 1989). Se correlaciona 
con el estado de los receptores hormonales. Los andrógenos, estrógenos y 
glucocorticoides regulan la expresión de GCDFP15 (Murphy et al., 1987).  
La expresión de GCDFP15 se asocia con tumores de CM de buen 
pronóstico y de subtipos de grado bajo. No presenta una sensibilidad alta para la 
detección de tumores de peor pronóstico (Luo et al., 2013).  
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6.1.2.- Mamaglobina 1 (MGB1) 
MGB1 es uno de los marcadores utilizados por excelencia en el 
diagnóstico de CM. La proteína MGB1 pertenece a la superfamilia de 
secretoglobinas (Klug et al., 2000), que son un grupo de proteínas pequeñas, 
secretoras, raramente glucosiladas, y diméricas. Suelen expresarse en tejidos 
mucosos y están involucradas en procesos de señalización, respuesta inmune, 
quimiotaxis y actúan de mensajeros de hormonas esteroides humanas (Lacroix, 
2006). 
El gen MGB1 se encuentra en el cromosoma 11 en la localización 
11q12.3. Contiene 3 exones que codifican una proteína compuesta de 93 
aminoácidos con un péptido señal de 19 aminoácidos y con una masa molecular 
total de 10,5 kDa (Watson et al., 1998).  
La secuencia génica completa de MGB1 se aisló por primera vez en 1996 
por Watson y Fleming, mediante RT-qPCR. Observaron que se sobre-expresa en 
tumores de mama en relación con tejido sano (Watson and Fleming, 1994; Watson 
and Fleming, 1996).  
La MGB1 se considera el marcador por excelencia de detección de CM 
basado en métodos de expresión génica mediante RT-qPCR. La expresión de 
MGB1 se ha detectado de forma muy rara y en niveles muy bajos en varios tejidos 
normales como en tejido conectivo, pulmón, glándula mamaria y ovario (Genes-to-
Systems Breast Cancer Database, 2013). Además, se expresa abundantemente, 
en tracto genital femenino (cérvix, útero y ovario), en tumor de pulmón, ovárico y 
cáncer de tejido muscular (Genes-to-Systems Breast Cancer Database, 2013).  
En los casos de CM, la MGB1 se utiliza como un marcador diferencial de 
origen mamario. Se ha identificado la expresión de MGB1 en el 61-93% de las 
biopsias de tumor primario de mama y de su metástasis (Watson et al., 1999; 
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Houghton et al., 2001; O'Brien et al., 2002; Han et al., 2003; Span et al., 2004; 
Minn et al., 2005; O'Brien et al., 2005). 
La sobre-expresión de MGB1 en tejido mamario con CM es independiente 
de la histología del tumor, el grado tumoral, el estadio del cáncer o el estado de los 
receptores hormonales (Watson and Fleming, 1996), mientras que la pérdida de su 
expresión se asocia con un grado alto del tipo de tumor (CM tipo III) (O'Brien et al., 
2005). La expresión de MGB1 se asocia con un grado bajo del tipo de tumor y con 
tumores positivos para los receptores de esteroides en pacientes 
postmenopáusicas (Miksicek et al., 2002; Guan et al., 2003; Span et al., 2004). 
Además se ha observado que presenta una mayor expresión en los subtipos Her2 
positivos y una baja expresión en el subtipo basal (Luo et al., 2013). 
Los tipos de tumores más agresivos o negativos para los receptores 
hormonales, pueden perder la expresión de MGB1 y por lo tanto, si el diagnóstico 
solo se basase en este marcador darían falsos negativos.  
 
6.1.3.- "Small Breast Epithelial Mucin-1” (SBEM) 
SBEM también es conocido como BS106 (Colpitts et al., 2002). El gen que 
codifica la proteína SBEM se localiza en el cromosoma 12 en la posición 12q13.2. 
Se trata de una proteína de 90 aminoácidos con un péptido señal hidrofóbico, lo 
que sugiere que es una proteína secretada, sujeta al procesamiento proteolítico y 
glucosilada. Esta proteína contiene 3 copias contiguas de un núcleo de repetición 
octapeptídico. Estas características son similares a muchas sialomucinas, aunque 
SBEM carece de un dominio transmembrana y es más pequeña que la mayoría de 
las otras mucinas epiteliales conocidas.  
SBEM se expresa en glándulas mamarias, en tejido conectivo, faringe, 
músculo, páncreas, piel, corazón, cerebro, placenta, en tumor de mama, tumor de 
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cuello y cabeza y tumor de tejido muscular (Miksicek et al., 2002; Genes-to-
Systems Breast Cancer Database, 2013). 
Está descrito que más del 90% de los CDI expresan SBEM, sin 
encontrarse una correlación completa entre la expresión de SBEM y las 
características del tumor (Miksicek et al., 2002). Se asocia con la detección 
histopatológica de metástasis en los ganglios linfáticos (Miksicek et al., 2002). 
Aunque la expresión de SBEM es independiente del estado del receptor y del 
grado del tumor (Colpitts et al., 2002; Miksicek et al., 2002; O'Brien et al., 2007), se 
ha observado que su expresión es mayor en tumores de CM de grado elevado y 
en tumores RE negativos (Skliris et al., 2008; Valladares-Ayerbes et al., 2009; Liu 
et al., 2013), sugiriendo que SBEM está altamente asociado con marcadores de 
peor pronóstico y puede ser útil como un marcador independiente para detectar 
pacientes diagnosticadas de CM con riesgo a metástasis o mayor índice de 
recurrencia (Liu et al., 2010). La expresión de SBEM puede servir como marcador 
para la detección de micrometástasis en médula ósea de pacientes con CM 
(Valladares-Ayerbes et al., 2009) y micrometástasis hematológicas (Liu et al., 
2010).  
 
6.1.4.- Mucina 1 (MUC1) 
El gen que codifica la proteína MUC1 se localiza en el cromosoma 1 en la 
localización 1q21-q24 (Swallow et al., 1987) y está formado por 7 exones (Levitin 
et al., 2005). Gendler y Clan, independientemente, en 1990, clonaron MUC1 en 
toda su longitud. La proteína MUC1 contiene un dominio N-terminal y C-terminal 
que albergan un péptido señal de repeticiones contiguas, y un dominio 
transmembrana junto con uno citoplasmático pequeño (Gendler et al., 1990; Lan et 
al., 1990).  
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MUC1 forma parte de la familia de las mucinas que son proteínas 
altamente glicosiladas que se localizan en la superficie apical del epitelio mamario. 
Las mucinas secretadas y transmembranas forman una barrera de mucosa 
protectora, y las transmembranas pueden funcionar como señalización de la 
presencia de condiciones adversas en el medio extracelular. MUC1 es una mucina 
transmembrana que en condiciones normales se expresa en las fronteras apicales 
de las células epiteliales secretoras (Yin et al., 2003).  
MUC1 se expresa en abundantes tejidos sanos (cerebro, cérvix, tejido 
conectivo, tejido embrionario, esófago, ojo, intestino, riñón, hígado, pulmón, 
glándula mamaria, boca, músculo, nervios, ovario, páncreas, faringe, placenta, 
próstata, piel, estómago y útero) y en diferentes tipos de tumores (tumor de mama, 
tumor cervical, condrosarcoma, tumor colorrectal, tumor de esófago, tumor 
gastrointestinal, tumor de células germinales, glioma, tumor de cuello y cabeza, 
tumor de hígado, tumor de pulmón, tumor ovárico, tumor pancreático, tumor de 
próstata, tumor de tejido muscular y tumor uterino) (Genes-to-Systems Breast 
Cancer Database, 2013). 
Se ha detectado una sobre-expresión de forma aberrante en el 90% de los 
casos de CM (Gendler, 2001; Raina et al., 2009). Existe una alta asociación entre 
la expresión de MUC1 y la agresividad de algunos cánceres, ya que su sobre-
expresión se ha asociado con inhibición de la adhesión celular y aumento de 
potencial metastásico e invasivo de las células tumorales (Ciborowski and Finn, 
2002; Levi et al., 2004; O'Brien et al., 2007). Aunque MUC1 se expresa en la 
mayoría de los tumores de mama, una sobre-expresión se asocia con los grados 
menores de CM y tumores RE positivos (Rakha et al., 2005). 
La expresión de MUC1 también se ha asociado con el receptor de 
estrógenos alfa, donde la interacción de ambos es estimulada por 17-β-estradiol 
en líneas celulares de CM humano. MUC1 se une directamente al RE y lo 
estabiliza bloqueando su ubiquitinización y degradación, contribuyendo al 
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crecimiento y supervivencia de las células cancerígenas de mama (Wei et al., 
2006). 
 
6.1.5.- "NY breast Cancer antigen -1 " (NY-BR-01) 
El gen que codifica la proteína NY-BR-01 se encuentra en el cromosoma 
10, en la localización 10p11.21. Este gen contiene 37 exones que codifican una 
proteína de 1.341 aminoácidos (Hahn et al., 2006). Su identificación se realizó en 
base a la respuesta inmune espontánea humoral de pacientes con CM (Jager et 
al., 2001; Jager et al., 2002).  
NY-BR-01 es un factor de transcripción putativo. Es considerado como un 
antígeno de diferenciación mamario y representa una buena diana para procesos 
de inmunoterapia (Jager and Knuth, 2005; Wang et al., 2006).  
Presenta un patrón de expresión muy restrictivo. Solamente se ha 
observado expresión en tejido mamario normal, testículo y en CM (80% de los 
CM), mientras que no se expresa en ningún otro tipo de tumor (Jager et al., 2001; 
Jager et al., 2002). NY-BR-01 fue encontrado en el 40-50% y 60-70% de tumor 
primario y metástasis de CM, respectivamente (Zehentner et al., 2002). Presenta 
una concordancia del 88% entre la expresión en CM y en su metástasis (Theurillat 
et al., 2007). En un estudio en el que analizaron mediante IHQ 124 carcinomas 
invasivos de mama, la expresión de NY-BR-01 se detectó en el 60% de los casos 
siendo negativa en 23 tejidos sanos analizados, incluyendo próstata y testículos. 
También ha sido detectado en los nódulos linfáticos en el 43,3% de pacientes con 
CM (Nissan et al., 2006). 
Sin embargo, aunque es un marcador muy específico y sensible, no se 
expresa en todos los CM. La expresión de NY-BR-01 se asocia significativamente 
al grado de diferenciación de los tumores. Así, en lesiones invasivas de CM de 
grado I se expresa en el 77% de los casos, en lesiones de grado II en el 63% de 
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los casos, y en lesiones de grado III, solamente en el 50% de los casos. La 
expresión de NY-BR-01 está asociada de forma significativa con CM negativos 
para la invasión a nódulos linfáticos y RE negativos (Varga et al., 2006). Además 
este marcador se detecta en mayor proporción en tumores de mama bien 
diferenciados. Debido a la asociación con el grado tumoral y la expresión de     
NY-BR-01, la presencia de este marcador se asocia con buen pronóstico. La 
expresión de NY-BR-01 disminuye siguiendo el siguiente orden: carcinoma 
mamario in situ> carcinoma invasivo> metástasis en nódulos linfáticos> metástasis 
distantes (Theurillat et al., 2007). 
 
6.1.6.- Antígeno tumoral de Wilms (WT-1) 
El gen que codifica esta proteína se encuentra en el cromosoma 11 en la 
localización 11p13 (Rose et al., 1990). Este gen codifica una proteína en forma de 
dedos de zinc de unión al ADN y actúa como un activador o represor 
transcripcional dependiendo del contexto celular y cromosómico. WT-1 es 
requerido para la formación normal del sistema genitourinario y tejidos 
mesoteliales.  
Se ha demostrado que el WT-1 reprime la transcripción de varios genes 
relacionados con el crecimiento, como la cadena A del factor de crecimiento 
pseudoinsulínico (Haber and Buckler, 1992; Coppes et al., 1993; Rauscher, 1993). 
Sin embargo, la actividad transcripcional de esta proteína puede modularse a 
través de interacciones físicas entre el WT-1 y p53. 
WT-1 es un gen supresor tumoral, por lo tanto, cualquier mutación o 
deleción del gen que repercute en la actividad de WT-1 de unión al ADN produce 
el desarrollo del tumor de Wilms o neuroblastoma infantil y el síndrome de Denys-
Drash. Este gen está inactivo en un 5-10% de los tumores de Wilms esporádicos y 
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en casi el 100% de los pacientes con Denys-Drash, un síndrome asociado con las 
anomalías genitourinarias. 
WT-1 se expresa en testículo, útero, páncreas, cerebro, ovario, riñones, 
placenta, glándulas salivares, intestino, pulmones, huesos, próstata y sangre 
(NCBI-Unigene, 2013). 
WT-1 es un factor de transcripción que está altamente expresado en el 
núcleo de las células epiteliales del tejido ovárico y en 100% de los carcinomas 
ováricos y extraováricos y en el 80% de carcinomas ováricos transicionales. En 
contraste el 100% de los carcinomas de mama son negativos para WT-1 (Lerwill, 
2004). Por ello permite la diferenciación entre metástasis de mama y tumores 
primarios en el ovario (Lerwill, 2004; Zhu and Michael, 2007). 
 
 
En la actualidad, los marcadores moleculares ofrecen una oportunidad 
única para identificar metástasis ocultas en pacientes con estadios tempranos de 
CM que podrían pasar desapercibidas con el uso de las técnicas tradicionales. 
Hasta la fecha, la existencia de marcadores moleculares tumorales para detectar 
células malignas ocultas en la sangre es muy limitada (Taback et al., 2001). Por lo 
que es necesario desarrollar un nuevo enfoque técnico y el uso de múltiples 
marcadores para la detección de micrometástasis, con el fin de evitar reintroducir 
células malignas en los pacientes sometidos a ortotrasplante de ovario. 
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La criopreservación de corteza ovárica como método de 
preservación de la fertilidad en pacientes con cáncer de mama en 
estadios I a III se considera un método seguro debido a la ausencia 
de enfermedad metastática oculta en las muestras de corteza 
ovárica criopreservada.  
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El objetivo principal de esta tesis doctoral es demostrar la ausencia de 
células metastáticas ocultas en tejido ovárico criopreservado de pacientes 
con cáncer de mama. 
 
Los objetivos concretos son: 
 
- Desarrollar un panel de marcadores moleculares de alta especificidad y 
sensibilidad para la detección de células metastáticas diseminadas. 
- Validar el panel de marcadores moleculares desarrollado en la 
detección de micrometástasis en corteza y médula ovárica de las 
pacientes con cáncer de mama en estadios I a III. 
- Comparar la especificidad y sensibilidad de los métodos moleculares 
desarrollados frente a los métodos histológicos e inmunohistoquímicos 
tradicionales en la detección de micrometástasis en tejido ovárico. 
- Comprobar la ausencia de capacidad invasora de las células de tejido 
ovárico de pacientes con cáncer de mama mediante un modelo de 
invasión celular in vitro. 
- Desarrollar un nuevo modelo in vivo capaz de detectar micrometástasis 
tras el xenotrasplante de tejido ovárico.  
- Corroborar los resultados obtenidos del panel de marcadores 
moleculares desarrollado mediante el nuevo modelo in vivo de 
xenotrasplante.  
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1.- Selección de pacientes y recogida de muestras  
Los estudios realizados en pacientes humanos y la recogida de muestras 
se llevó a cabo en conformidad con las normas sobre experimentación humana 
dimanantes del código de Nuremberg, declaraciones de Helsinki (1964), Tokio 
(1975), Venecia (1983), Hongkong (1989), Sydney y complementarias, directiva 
91/507/CE, R.D. 561/1993, convenio de Bioética del Consejo de Europa (BOE 20-
10-99), y código de Ética y Deontología médicas vigente. 
 
En este proyecto se incluyeron un total de 88 pacientes que fueron 
divididas en los siguientes grupos de estudio:  
 
- Pacientes libres de enfermedad oncológica: Se incluyeron 11 
pacientes (edad media: 32±3,26 años; rango: 32-37 años) donantes 
voluntarias cuya indicación fue una cesárea electiva (no urgente). Se 
extrajo un fragmento de 10X40mm de CO que fue almacenado a -80ºC 
hasta el momento de su análisis, 10 de ellas fueron destinadas a análisis 
moleculares y una de ellas se destinó como control de células ováricas 
sanas en los estudios in vivo.  
 
- Pacientes con metástasis confirmada: Se incluyeron un total de 13 
pacientes con CM, de las cuales 8 tenían metástasis confirmada en CO y 
5 en otros tejidos (hígado, pleura, hueso, ojo y ligamento uterino). La 
elección de dichas pacientes se llevó a cabo de forma retrospectiva y 
siguiendo el criterio del diagnóstico médico. Por esta razón, las muestras 
seleccionadas se encontraban ya incluidas en bloques de parafina y se 
procedió a la extracción de ARN de las mismas como se detalla 
posteriormente. No se tuvieron en cuenta, a la hora de seleccionar estas 
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pacientes, parámetros como el tipo de CM, su estadio, administración 
previa de QT, la edad o la raza; debido a que el objetivo de este estudio 
fue seleccionar unos marcadores moleculares específicos que se 
expresen en metástasis de CM, independientemente de otros parámetros.  
 
- Pacientes de PF: Se incluyeron un total de 60 pacientes (edad media: 
32±3,59 años; rango: 22-39 años) a las que se les iba a someter al 
protocolo de preservación de CO por estar diagnosticadas de CM 
(estadios I-IIIa). 
 
- Tumor primario de CM: Se incluyeron un total de 4 pacientes (edad 
media: 47±16,37 años; rango: 29-61 años) que presentaban un CDI en la 
mama izquierda de grado II, con nódulos en la mama, y una de ellas con 
un nódulo móvil. Todas ellas acudieron a quirófano con el motivo de una 
intervención de mastectomía. 
 
1.1.- Protocolo de extracción de tejido ovárico 
En el caso de las pacientes de PF, la extracción de tejido ovárico se 
realizó mediante cirugía laparoscópica siguiendo protocolos previamente 
publicados (Sanchez et al., 2007; Sanchez et al., 2008) (figura 9). Se extrajo un 
fragmento de CO que fue depositado en medio de cultivo M199 (Sigma, St Louis, 
Estados Unidos). La manipulación de las muestras fue realizada en una campana 
de flujo laminar en condiciones de esterilidad y sobre un bloque de hielo, donde se 
procedió a separar la MO de la CO. Con la ayuda de un bisturí nº 22 se eliminó 
cualquier resto de tejido necrótico, cuerpo lúteo y sanguíneo y se procedió a su 
raspado hasta conseguir un espesor de 1 mm para su óptima criopreservación. 
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Figura 9.- Obtención de tejido ovárico mediante laparoscopia. En la fila superior se 
muestra la cirugía en la que se extrae el tejido ovárico (A, B, C). En la fila inferior se 
muestra la manipulación en el laboratorio del tejido ovárico extraído (D, E, F), en la cual 
se retira toda la MO mediante raspado (E), dejando solamente la CO del mismo (F). 
Posteriormente se corta en fragmentos de 10x40mm. 
 
 
 
A continuación, se tomaron 3 fragmentos de CO y 3 de MO de localización 
aleatoria de 10x40mm cada uno (figura 10):  
- Uno de los fragmentos de CO fue remitido al servicio de Anatomía 
Patológica para su estudio histológico, el cual fue posteriormente 
cedido para nuestro estudio IHQ. El fragmento de MO destinado a la 
evaluación de la expresión proteica mediante IHQ se depositó en un 
tubo estéril con formaldehido 4% (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino 
Unido) para su posterior inclusión en parafina (figura 10).   
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- Un fragmento de CO y de MO de cada paciente se guardaron en un 
tubo estéril eppendorf libre de ARNsas y se almacenaron a -80ºC 
hasta el momento de su análisis mediante técnicas moleculares (figura 
10).  
- Un fragmento de CO y MO se depositaron en criotubos estériles con 
medio de congelación lenta: Medio M199, 5% Suero Albúmina 
Humana (HSA) (en inglés “Human Serum Albumin”) y 12.5% DMSO 
(Sigma, St Louis, Estados Unidos). Estas muestras se almacenaron a  
-80ºC durante 24h y posteriormente en tanques de Nitrógeno líquido 
(N2) indefinidamente. Las muestras así almacenadas fueron utilizadas 
para el posterior cultivo celular, ensayos de invasión in vitro y para la 
inyección a ratones inmunodeprimidos para el estudio in vivo (figura 
10). 
El resto de la CO extraída para posterior auto-trasplante ortotópico a la 
paciente, fue criopreservada y conservada en bolsas a -196ºC (figura 10), de 
acuerdo con los protocolos descritos anteriormente (Sanchez et al., 2007; Sanchez 
et al., 2008). 
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Figura 10.- Resumen del diseño experimental. Se muestra el uso de cada fragmento 
de CO y MO para el análisis de las distintas técnicas utilizadas en este trabajo. Cada 
fragmento presentó un tamaño de 10x40mm. 
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2.- Estudios moleculares 
2.1.- Extracción de ARNm  
2.1.1.- Extracción de ARNm de muestras incluidas en parafina 
La extracción de ARN de muestras de parafina se llevó a cabo con el uso 
del kit “Recover allTM total nucleic acid isolation kit for FFPE (“Formalin Fixed 
Paraffin-Embedded”) (Life Technologies, Foster City, California, Estados Unidos) 
siguiendo las instrucciones de la casa comercial.  
Se realizaron 3 cortes de 20 µm de cada muestra que se introdujeron en 
un tubo estéril libre de ARNsas. Se añadió 1 ml de xilol (Panreac, Barcelona, 
España) y se incubaron durante 3 min a 50ºC en agitación. A continuación, se 
centrifugaron durante 3 min a 13.400 r.p.m. y se eliminó el sobrenadante. Este 
paso fue repetido para asegurarnos la eliminación de cualquier resto de parafina. 
Posteriormente, se realizaron dos lavados con 1 ml de etanol absoluto y 
centrifugación a 13.400 r.p.m. durante 3 min. Para la eliminación total del etanol, 
los tubos se dejaron en una estufa a 37ºC durante 30 min con la tapa abierta. 
Transcurrido este tiempo, se añadieron 200 µl de “Digestion Buffer” y 4 µl de 
proteasa. Esta mezcla se incubó durante 15 min a 50ºC en agitación. 
Posteriormente, se incubaron otros 15 min a 80ºC. A cada tubo se añadieron    
240 µl de “Isolation Aditive” y 550 µl de etanol (a -20ºC) y se centrifugó en una 
columna durante 1 min a 10.000 r.p.m. a Temperatura Ambiente (TA). A 
continuación se añadieron 700 µl de “Wash Buffer 1” y se volvió a centrifugar 1 
min a 10.000 r.p.m. Tras la eliminación del líquido eluido, se añadieron 500 µl de 
“Wash Buffer 2/3” repitiéndose la centrifugación. Con una nueva centrifugación 
rápida de 30 segundos se secó el filtro que contenía el ARN. Seguidamente, se 
preparó una mezcla de “10X DNase Buffer”, “DNAse” y agua libre de nucleasas. 
Esta mezcla fue depositada en el filtro de la columna incubándose durante 30 min 
a TA. Transcurrido este tiempo, se añadieron 700 µl de “Wash Buffer 1” y se 
centrifugó durante 1 min a 10.000 r.p.m. A continuación se añadieron 500 µl de 
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“Wash Buffer 2/3” y se repitió la centrifugación. Se añadieron 35 µl de agua libre 
de ARN en el centro del filtro incubándose 10 min a TA. Posteriormente se 
añadieron otros 35 µl de agua, se incubó 5 min y se centrifugó durante 3 min a 
10.000 r.p.m., Finalmente a cada muestra se le añadieron 20 U de Rnase Inhibitor 
(Life Technologies, Foster City, California, Estados Unidos) para evitar la 
degradación del ARN. 
Las concentraciones de ARN de cada muestra fueron medidas mediante 
métodos espectrofotométricos (apartado 2.2) y las muestras se almacenaron a      
-80ºC hasta el momento de su uso.  
 
2.1.2.- Extracción de ARNm de tejido en fresco 
El ARN total se aisló utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen, California, 
Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras añadir 500 µl de 
Trizol y disgregar el tejido con la ayuda de un bisturí estéril, se añadieron 100 µl de 
cloroformo (Sigma, St Louis, Estados Unidos). Después de una centrifugación a 
13.000 r.p.m durante 15 min y a 4ºC, se transfirió la fase acuosa a otro tubo y se le 
añadieron 250 µl de isopropanol (Sigma, St Louis, Estados Unidos). Tras una 
incubación durante 10 min a TA, se centrifugó a 13.000 r.p.m durante 10 min a 
4ºC. El precipitado fue lavado con 500 µl de etanol al 75% en agua DEPC 
(Dietilpirocarbonato) filtrada y centrifugado a 7.500 r.p.m. durante 5 min. 
Finalmente tras secarse los “pellets” de ARN se resuspendieron en 12 µl de agua 
estéril libre de nucleasas.  
 
2.2.- Análisis de la concentración e integridad del ARN 
El análisis de la cantidad e integridad del ARN extraído de cada una de las 
muestras se llevó a cabo mediante métodos espectrofotométricos (NanodropTM, 
Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). Este equipo mide la 
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Figura 11.- Gráfica de absorbancias 
de muestras de ARN o ADN. Se 
muestra las absorbancias en las que 
absorben el ARN/ADN y los posibles 
contaminantes de las muestras, como 
proteínas, solventes y sales.   
absorbancia de todas las moléculas de la muestra que absorben a la longitud de 
onda de interés, desde nucleótidos, ARN, ADN monocatenario, y ADN de doble 
cadena. Todas ellas absorben a 260 nm y contribuirán a la absorbancia total de la 
muestra.  
Se utilizó un ratio de absorbancia de 260/280 nm para medir la pureza del 
ARN y del ADN. La muestra se considera pura si presenta un ratio alrededor de 
1,8 si se trata de ADN y de 2,0 si se trata de de ARN. Si el ratio es menor indica la 
posible presencia de proteínas u otros contaminantes que absorben cercanos a la 
longitud de onda de 280 nm (figura 11).   
                 
 
 
 
 
 
 
2.3.- Retrotranscripción 
2.3.1.- Retrotranscripción de ARN obtenido de muestras en parafina 
La retrotranscripción del ARN de las muestras incluidas en parafina se 
llevó a cabo con el kit "HIGH Capacity cDNA RT" (Life Technologies, Foster City, 
California, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 
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500 ng de ARN de cada muestra ajustando a un volumen final de 25 µl con agua 
libre de nucleasas. La síntesis de ADNc se llevó a cabo con una mezcla de 
cebadores aleatorios y una enzima retrotranscriptasa (MultiScribeTM Rerverse 
Transcriptase 50U/µl). Esta mezcla estaba compuesta de: 5 µl de 10X RT, 2 µl de 
dNTPs, 5 µl 10X cebadores aleatorios, 2,5 µl de inhibidor de ARNasa, 2,5 µl de 
retrotransciptasa y 8 µl de agua libre de ARN. La retrotranscripción se llevó a cabo 
en un termociclador (T3000 Biometra, Göttingen, Alemania) con el siguiente 
protocolo: 25ºC durante 10 min, 37ºC durante 120 min, y 85ºC durante 5 min. El 
producto se cuantificó mediante espectrofotometría, como se describe en el 
apartado anterior. La muestra se diluyó con agua libre de nuclesasas a una 
concentración final de 100 ng/µl y se almacenó a -20ºC hasta la realización de la 
RT-qPCR.  
 
2.3.2.- Retrotranscripción de ARN obtenido de muestras en fresco 
La retrotranscripción del ARN se llevó a cabo mediante el kit Advantage 
RT-for-PCR (Clontech, Palo Alto, California, Estados Unidos). Para cada muestra 
se añadió entre 0,2-1 µg de ARN en un tubo estéril de 0,2 ml y 1 µl de oligo (dT) a 
20 µM (oligonucleótidos de unión aleatoria a la cadena de ARNm y que sirven 
como molde para la enzima retrotranscrciptasa). Se incubó durante 5 min a 72ºC y 
posteriormente se añadió una mezcla de: 4 µl 5x reacción tamponada, 1 µl 
desoxiNTP (desoxinucleótidos) (10 mM), 0,5 µl de inhibidor recombinante de la 
ribonucleasa (40 U/µl) y 1 µl (200 U/µl) de la transcriptasa inversa del Virus de la 
Leucemia Murina de Moloney (MMLV) (en inglés “Moloney Murine Leukemia 
Virus”). Tras mezclar todos los componentes, las muestras se incubaron durante 1 
hora a 40ºC, seguido de una segunda incubación a 72ºC durante 10 minutos para 
detener la síntesis de ADNc y paralizar la actividad de la desoxirribonucleasa. 
Finalmente la cantidad de ADNc se cuantificó mediante métodos 
espectofotemétricos. La muestra se diluyó con agua libre de ARN a una 
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concentración final de 100 ng/µl y se almacenó a -20ºC hasta la realización de la 
RT-qPCR.  
 
2.4.- PCR cuantitativa a tiempo real 
La metodología de RT-qPCR, a diferencia de la PCR competitiva, permite 
la automatización y además es rápida y no necesita el procesamiento posterior del 
producto de PCR, lo que reduce el riesgo de contaminación.  
La RT-qPCR es una variación de la PCR estándar utilizada para la 
cuantificación de ADN o de ARNm de una muestra. Es posible determinar el 
número de copias o la cantidad relativa de una determinada secuencia de ADN o 
ARN utilizando cebadores específicos de secuencia. Cuando la PCR a tiempo real 
se combina con una reacción previa de retro-transcripción, puede determinarse la 
cantidad de ARNm de una muestra mediante una cuantificación relativa. Se dice 
que es una cuantificación relativa porque se compara entre las diferentes muestras 
la expresión del gen objeto de estudio respecto a la expresión de un gen 
constitutivo (control endógeno). Es lo que se denomina normalización de la 
expresión del gen específico. Los genes más utilizados como controles endógenos 
son: ARNr 18S, GAPDH, beta-actina, TBP, HPRT, beta-2- microglobulina, entre 
otros.  
La cuantificación del producto se produce mediante la adición de 
fluoróforos que se unen al amplicón de forma cuantitativa, a mayor producto se 
emitirá mayor fluorescencia. La cantidad de amplicón producido es proporcional al 
número de moléculas de ARN/ADN iniciales, de forma que en aquellas muestras 
con mayor expresión del gen, el amplicón fluorescente aparecerá en ciclos 
anteriores. 
El principal método de análisis de RT-qPCR y el utilizado en nuestro 
experimento, es el que emplea sondas TaqMan (Heid et al., 1996) que garantiza la 
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Figura 12.- RT-qPCR con tecnología TaqMan. 
Fundamentos de la estrategia empleando sondas 
TaqMan. Actividad 5’exonucleasa de la Taq 
polimerasa.  
Figura 13.- RT-qPCR con tecnología TaqMan. 
Mecanismo de acción del amortiguador de fluorescencia 
en las sondas TaqMan. 
obtención de ensayos de PCR altamente específicos, con una eficiencia de 
amplificación cercana al 100% que además permite evaluar numéricamente, la 
cantidad de moléculas de material genético presente en cada muestra.  
Esta metodología se basa en la actividad 5’-exonucleasa de la Taq 
polimerasa y en la amplificación mediante RT-qPCR de una determinada 
secuencia diana en presencia de una sonda fluorescente específica (sonda 
TaqMan) que hibrida con la secuencia diana que estamos amplificando (figura 12). 
 
 
 
 
La sonda TaqMan tiene unido un fluorocromo en posición 5’ y un 
amortiguador de fluorescencia en posición 3’ que se une al surco menor del ADN 
protegiendo a la sonda de la actividad exonucleasa de la enzima Taq polimerasa 
(figura 13). 
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Figura 14.- Modelo de RT-qPCR. Se 
representa el nº de ciclo de la PCR (Ct) 
respecto al producto de PCR (ΔRn) de 
una muestra (línea roja) y de control 
negativo (línea azul). En la representación 
de la muestra, se observa el patrón típico 
esperado, en el que en los primeros ciclos 
de la PCR no hay producto, 
posteriormente presenta una fase 
exponencial llegando a alcanzar una 
meseta (Imagen modificada de 
http://www.rt-pcr.com).  
Además, esta sonda está fosforilada en el extremo 3’ para evitar su 
extensión durante la reacción de PCR. Si la secuencia diana está presente en la 
muestra, la sonda TaqMan hibridará específicamente con ella, situándose entre los 
dos cebadores. Cuando se produce la etapa de extensión en la reacción de PCR, 
la actividad 5’-exonucleasa de la Taq polimerasa degradará la sonda TaqMan 
liberando el fluorocromo, que al estar fuera de la influencia del amortiguador 
emitirá una señal que puede ser captada por el sistema óptico del equipo. Este 
proceso de degradación de la sonda tiene lugar en cada ciclo y no interfiere con la 
acumulación del producto de la RT-qPCR, por lo que se produce un incremento 
exponencial de la señal de fluorescencia en cada ciclo de la reacción de RT-qPCR 
(figura 14). Otra de las ventajas es que la enzima Taq polimerasa no digiere la 
sonda libre sino únicamente la hibridada, por lo que la cantidad de señal 
fluorescente emitida es proporcional a la cantidad de producto acumulado. La 
medición de la intensidad de fluorescencia se realiza de forma continua, lo que 
nos proporciona una información dinámica en tiempo real (análisis cinético) del 
proceso. De esta forma podemos establecer el ciclo umbral (Ct) (en inglés “Cycle 
Threshold”), es decir, el número de ciclos necesarios para que la cantidad de 
producto producido alcance el nivel de detección que hayamos fijado, lo que a su 
vez se correlaciona directamente con la cantidad de ADNc de la secuencia diana 
(figura 14).  
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El método utilizado para calcular la expresión relativa de un gen es el 
método 2-ΔΔCt (Livak and Schmittgen, 2001) . Este método consiste en relativizar la 
expresión del gen en la muestra problema respecto a la muestra control, 
normalizando ambas con la expresión de un gen constitutivo. Para ello se sigue el 
siguiente procedimiento:  
- Cálculo del valor de ΔCt. Consiste en normalizar el valor de Ct de 
cada muestra respecto al control endógeno: 
 
 
- Cálculo de ΔΔCt: Se normaliza respecto a la muestra control o 
calibrador.  
 
 
- Cálculo de la expresión relativa (“Fold change”): Representa 
cuántas veces más o cuántas veces menos se expresa el gen problema en la 
muestra bajo estudio respecto a la muestra control, relativizado a la expresión 
basal de un gen constitutivo. La muestra control tendrá un valor de 1, mientras que 
las muestras problema presentarán un valor mayor o menor de 1 dependiendo si 
la expresión del gen es mayor o menor, respectivamente. 
 
 
Debido a todas estas características, la metodología de la TaqMan        
RT-qPCR fue utilizada para el análisis de expresión génica de marcadores 
(GCDFP15, MGB1, SBEM, MUC1, NY-BR-01, WT-1) en las muestras de 
metástasis confirmada y de CO y MO de pacientes de PF. Como muestra control 
ΔCt= Ct gen-Ct control endógeno  
ΔΔCt= ΔCt muestra problema- ΔCt muestra control 
Expresión relativa=2- ΔΔ Ct 
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Tabla 4.- Cebadores (sondas Taqman) utilizados para 
cada uno de los genes analizados. El gen 18S fue utilizado 
como control de todos los demás genes. 
se utilizó un pool de ovario sano comercial. Los experimentos de RT-qPCR se 
realizaron con el sistema ABI PRISMTM 7900 Sequence Detection (Life 
Technologies, Foster City, California, Estados Unidos). Los cebadores utilizados y 
los correspondientes controles se detallan en la tabla 4. Como fluorocromo de 
unión a ADN de doble cadena se usó FAM (carboxi-fluoresceína) cuya 
absorbancia es de 535 a 495 nm. Para cada 10 μl de reacción TaqMan, se 
mezclaron 1 µl de ADNc, 3,5 μl de agua destilada libre de ARN, 5 μl de “TaqMan 
Universal PCR Master Mix” (PE Life Technologies, Foster City, California, Estados 
Unidos) y 0,5 μl 20x “Assay on Demand” que contenían la sonda y los cebadores 
específicos para cada gen. Cada ensayo se llevó a cabo por triplicado. Las 
condiciones de RT-qPCR fueron las siguientes: 2 min a 50ºC seguido de 10 min a 
95ºC para la activación enzimática, posteriormente ocurren 45 ciclos de dos pasos 
de 15 s a 95ºC y 1 min a 60ºC. Los productos finales se analizaron con el software 
específico de sistema de detección de secuencias 7900HT versión 2.4 (PE Life 
Technologies, Foster City, California, Estados Unidos). Los datos se representaron 
mediante el valor medio relativo del gen analizado y normalizado con respecto al 
valor correspondiente del gen de la subunidad 18S del ARN ribosómico utilizando 
el método 2-ΔΔCt (Livak and Schmittgen, 2001; Fleming et al., 2010).  
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3.- Estudios histopatológicos  
Cada una de las muestras se analizó mediante microscopía óptica 
siguiendo el protocolo que se describe a continuación: 
 
3.1.- Fijación 
Este proceso se refiere al tratamiento del tejido con sustancias químicas, 
de manera que se mantienen las células estructuralmente intactas. Esto se logra al 
inactivar ciertas enzimas celulares que de otra manera iniciarían la autolisis y 
llevarían a la degeneración post-mortem. La fijación mantiene las estructuras al 
estimular la formación de enlaces cruzados entre las proteínas. Las muestras 
fueron fijadas en formaldehido al 4% (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido). 
 
3.2.- Lavado 
Es necesaria la eliminación del exceso del fijador para evitar una posterior 
interferencia química en el proceso de inclusión. Los medios de inclusión utilizados 
son hidrófobos y precisan de la eliminación del agua del tejido, por ello, se realizó 
una deshidratación del tejido con etanol. Debido a que una gran parte del tejido 
está constituido por agua, se aplicó una serie gradual de soluciones acuosas de 
menor a mayor grado del agente deshidratante. Este paso se realizó de forma 
gradual ya que si se somete directamente al tejido a soluciones de etanol 
absoluto, éste se deformaría debido a que el agua tisular saldría muy rápidamente 
de la muestra. 
Por lo tanto, se procedió a la deshidratación de las muestras en alcohol de 
graduación decreciente (50, 70, 80, 90%) y finalmente se sumergieron en 3 pases 
de alcohol absoluto (Panreac, Barcelona, España). 
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3.3.- Aclaramiento o diafanización 
Una vez deshidratado el tejido, se pasa a una solución de una sustancia 
que es miscible tanto con el alcohol como con el medio de inclusión a utilizar. La 
sustancia comúnmente utilizada es el xileno o xilol. Este proceso se llama 
aclaramiento ya que el tejido se torna transparente o claro en el xileno, esto se 
debe a que cambia su índice de refracción.  
Una vez deshidratadas las muestras, se aclararon  mediante pasos 
sucesivos en xilol (Panreac, Barcelona, España) para extraer el agente 
deshidratante.  
 
3.4.- Inclusión 
Por lo general, los tejidos son estructuras blandas y frágiles, incluso 
después de la fijación. Previo a la obtención de los cortes, es necesario incluirlos 
en un medio de soporte. En estado líquido, estos medios tienen la capacidad de 
penetrar y rodear el tejido, de esta forma se puede producir el endurecimiento (por 
enfriamiento o por polimerización), para formar un bloque sólido que pueda ser 
cortado fácilmente en el microtomo.  
Las muestras fueron depositadas individualmente en recipientes con 
parafina fundida a 60ºC y se dejaron en las estufa durante 1 h a 60ºC para que el 
xilol se evaporase y los espacios anteriormente ocupados por éste fuesen 
ocupados por la parafina. Este paso se repitió una vez más para eliminar la mayor 
cantidad de xilol posible de cada muestra. Después se colocaron las piezas en 
parafina fundida en un molde de metal rectangular, orientadas de forma adecuada 
y se dejaron solidificar a TA. 
 
 
IV-Materiales y Métodos 
 
75 
 
3.5.- Corte 
El bloque de parafina con el tejido se puede cortar en secciones lo 
suficientemente delgadas como para permitir el paso de la luz. La mayor parte de 
los preparados para microscopía óptica tienen un grosor de 4 µm.  
Una vez obtenidos los bloques de parafina con cada una de las muestras, 
se realizaron cortes de 4 µm de espesor. Para la obtención de estos cortes se 
utilizó el microtomo (Microm GMBH, tipe HM310, Walldorf, Alemania) con cuchillas 
de acero. Estos cortes se depositaron en un baño termostatizado a 37ºC para 
eliminar las arrugas y pliegues debidos al corte. A continuación fueron recogidos 
con portaobjetos SuperFrost® Plus, Menzel-Gläser (Thermo Scientific, 
Massachusetts, Estados Unidos) para mejorar la adherencia de los mismos. 
Finalmente los cortes fueron guardados en una estufa a 37ºC durante 48-72 horas 
para mejorar su secado y adhesión final. 
 
3.6.- Tinción y Montaje 
La tinción de los elementos estructurales de los tejidos específica y de 
manera diferencial es indispensable para optimizar su visualización.  
Las muestras fueron desparafinadas durante 1 hora en estufa a 60ºC, a 
continuación los portaobjetos se colocaron en cestillas de tinción y fueron 
sumergidos en xilol durante 5 minutos para terminar de eliminar los restos de 
parafina, repitiendo este paso 4 veces. Posteriormente las muestras se 
rehidrataron con concentraciones decrecientes de alcohol (90, 80, 70, 50%) hasta 
llegar a agua destilada, procediéndose seguidamente a la tinción: Hematoxilina de 
Harris (Sigma, St Louis, Estados Unidos) previamente filtrada durante 15 minutos, 
lavado en agua corriente durante 5 minutos y Eosina alcohólica (Sigma, St Louis, 
Estados Unidos) previamente filtrada durante 5 minutos. Tras la tinción, las 
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muestras fueron deshidratadas con concentraciones crecientes de alcohol (50, 70, 
80, 90, 100%) hasta llegar a xilol donde permanecieron durante 6 minutos.  
Posteriormente las muestras fueron montadas de forma permanente con 
un cubreobjetos con una base de pegamento (Eukitt, Kinder GmbH & Co, Freiburg, 
Alemania) como soporte para el mismo. Las muestras fueron guardadas a TA 
hasta su posterior análisis mediante microscopía óptica. 
 
4. -Estudios inmunohistoquímicos 
El método de IHQ consiste en una inmunotinción con el método avidina-
biotina. Esta técnica se basa en la determinación de la expresión de una proteína 
de superficie celular utilizando un anticuerpo específico contra esa proteína. A 
continuación, se utiliza un anticuerpo secundario contra el anticuerpo específico, 
que bien podrá estar biotinilado o bien estar unido a un fluorocromo que permita 
su posterior detección. En el caso de utilizar un anticuerpo unido a biotina se 
añade posteriormente el complejo avidina-peroxidasa, que al reaccionar con su 
sustrato dará color, más o menos intenso en función de la expresión de la 
proteína.  
 
4.1.- Marcadores moleculares analizados 
- GCDFP15: Se utilizó un anticuerpo monoclonal de ratón que se 
suministra de forma líquida en un tampón que contiene proteína estabilizadora y 
0,015 mol/L de azida de sodio. Se ha utilizado el clon 23A3 Isotipo IgG2a, kappa 
(DAKO Corp., Barcelona, España). Presenta un patrón te tinción celular 
citoplasmático y se puede observar un marcaje segregado en el espacio 
intercelular. GCDFP15 se expresa en células neoplásicas provenientes de tumores 
primarios y metastásicos de mama (tabla 5).  
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Tabla 5.- Expresión en CM, metástasis o tejido ovárico 
sano de cada uno de los marcadores utilizados. Se indica 
la presencia o ausencia de los marcadores seleccionados en 
tumor 1º de CM, metástasis de CM, y en tejido ovárico sano. 
- MGB1: Se utilizó un anticuerpo monoclonal de ratón (clon: 304-1A5, 
isotipo IgG1, kappa) suministrado en forma líquida en un tampón que contiene 
proteína estabilizadora y 0,015 mol/L de azida de sodio (DAKO Corp., Barcelona, 
España). Presenta un patrón tinción celular citoplasmático o membranoso. MGB1 
se expresa en carcinomas ductales invasivos y en carcinomas de mama 
metastáticos (tabla 5). 
- SBEM: Se utilizó un anticuerpo policlonal de conejo a una dilución 1/50 
(Abcam, Cambridge, Reino Unido). SBEM se ha detectado en tumores primarios 
de CM y en metástasis de CM (tabla 5). 
- WT-1: Se utilizó un anticuerpo monoclonal de ratón (clon 6F-H2, isotipo 
IgG1, kappa) suministrado de forma diluida en un tampón que contiene proteína 
estabilizadora y 0,015 mol/L de azida de sodio (DAKO Corp., Barcelona, España). 
Presenta un patrón de tinción celular citoplasmática o nuclear. Se expresa en la 
superficie de ovarios sanos y, en contraste, los carcinomas de mama son 
negativos para WT-1 (tabla 5). 
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4.2.- Procesamiento de las muestras 
Las muestras utilizadas para los estudios inmunohistoquímicos fueron las 
mismas que las manipuladas en los estudios histopatológicos. Por lo tanto, el 
procesamiento de las muestras es el mismo que el detallado anteriormente en el 
apartado de “estudios histopatológicos”. 
Se hicieron cortes de 4 μm que se montaron sobre portas de vidrio 
tratados (Portaobjeto para adhesión, SuperFrost® Plus, Menzel-Gläser, (Thermo 
Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) para evitar la pérdida de muestra 
durante el protocolo de inmunohistoquímica. 
 
4.3.- Inmunohistoquímica  
De cada una de las muestras de estudio se obtuvieron 4 cortes seriados 
de 4 μm con el fin de analizar la expresión proteica de las 4 proteínas 
seleccionadas (GCDFP15, MGB1, SBEM y WT-1).  
Los cortes fueron desparafinados mediante incubación a 60ºC durante 1h 
y cuatro baños de xileno de 5 min cada uno. A continuación, los cortes fueron 
rehidratados mediante inversión en etanol a concentraciones decrecientes. Tras 
un lavado con agua para eliminar los restos de etanol, se llevó a cabo el 
desenmascaramiento antigénico en un autoclave, sometiendo los cortes durante 3 
min a 120ºC, 1,5 Atm en Tampón Citrato pH6 (en el caso del anticuerpo anti-
SBEM) o pH 9 (anticuerpos anti-GCDFP15, anti-MGB1 y anti-WT-1) para romper 
los puentes disulfuro que se formaron al calentar a 60ºC las muestras fijadas en 
formol y facilitar el paso del anticuerpo. Posteriormente, las secciones se 
incubaron con peróxido de hidrógeno (DAKO Corp., Barcelona, España) al 3% 
durante 10 minutos a TA para eliminar la actividad peroxidasa endógena. 
Seguidamente las muestras se incubaron, durante 1 hora y a TA en cámara 
húmeda, con los anticuerpos seleccionados para cada sección (GCDFP15, MGB1, 
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WT-1 (Dako Corp., Barcelona, España) y SBEM (Abcam, Cambridge, Reino 
Unido), éste último diluido en tampón de bloqueo hasta obtener la concentración 
de trabajo necesaria. Como control negativo se utilizó Tampón Fosfato Salino 
(PBS) (en inglés “Phosphate Buffered Saline”) substituyendo así al anticuerpo 
primario. Como controles positivos de GCDFP15, MGB1 y SBEM se utilizaron 
cortes de tumor primario de mama, y como control de WT-1 ovario sano. Tras una 
incubación con el anticuerpo primario, las muestras se incubaron con el kit 
ENVISION (DAKO Corp., Barcelona, España) durante 30 minutos. Finalmente, se 
empleó una disolución con un sustrato cromógeno de peroxidasa durante 5 min. 
Entre cada incubación los tejidos fueron lavados tres veces con PBS. La contra-
tinción se realizó con hematoxilina de Mayer y las secciones se montaron con un 
cubreobjetos con una base de pegamento (Eukitt, Kindler GmbH, Freiburg, 
Alemania) como soporte para el mismo, de este modo las muestras pudieron ser 
guardadas a TA hasta la toma de imágenes mediante microscopía. 
 
4.4.- Observación y análisis 
Las muestras fueron analizadas bajo microscopio óptico (LEICA 
DM4000B; Leica, Solms, Alemania) con sistema digital de captación de imágenes 
(LEICA DFC450C; Leica, Solms, Alemania). Se llevó a cabo un análisis 
morfológico considerando si las muestras presentaban ausencia o presencia de 
infiltración neoplásica. La observación de un marcaje específico de cada 
anticuerpo se consideró como positivo para la expresión proteica analizada, 
mientras que la ausencia de marcaje indica un resultado negativo para la 
expresión de dicha proteína. 
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5.- Ensayo de invasión celular in vitro  
La principal característica de las células cancerígenas metastáticas es su 
capacidad invasora. En el organismo, antes de penetrar en el endotelio de los 
vasos para acceder al sistema sanguíneo, estas células deben invadir los tejidos 
locales mediante la degradación de las proteínas de la matriz extracelular 
(principalmente colágeno) para posteriormente atravesar la membrana basal. La 
capacidad de las células tumorales de degradar los componentes de esta matriz 
extracelular se correlaciona directamente con su poder invasivo.  
Con el objetivo de cuantificar la capacidad invasora de las células 
obtenidas de CO y MO de pacientes con CM de nuestro programa de PF, se utilizó 
un sistema in vitro mediante un ensayo de invasión celular basado en el colágeno. 
 
5.1.- Preparación de las muestras de tejido ovárico 
Se analizaron 5 pacientes de PF con CM en estadios I y IIIa. Se obtuvieron 
5 fragmentos de CO y 4 de MO de 10X40 mm de cada una de las pacientes que 
fueron previamente criopreservados tal y como se explicó en el apartado 1.1 de 
materiales y métodos. 
 
5.1.1.- Descongelación de tejido ovárico 
Para la descongelación de las muestras de CO y MO, los criotubos en los 
que estaban criopreservadas se introdujeron en un baño a 42ºC en agitación 
continua hasta su descongelación. Seguidamente se añadió 1 ml de solución de 
descongelación a cada criotubo (Medio M199 con 5% HSA (Sigma, St Louis, 
Estados Unidos) y se incubó 10 min en hielo. A continuación, se retiró 1 ml y se 
añadió 1 ml de solución de descongelación y se incubó 5 min en hielo. Pasado 
este tiempo de incubación, se retiró todo el volumen del criotubo y se recuperó el 
tejido para su disgregación y posterior cultivo celular. 
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Figura 15.- Cultivo celular de CO y MO. Se muestra el cultivo celular de CO 
(A) y MO (B) 15 días después de su siembra. Aumento 10X. 
5.1.2.- Disgregación de tejido ovárico 
La disgregación del tejido se realizó mediante acción mecánica y química. 
Con la ayuda de un bisturí se fragmentó todo el tejido hasta la obtención de 
fragmentos muy pequeños. Una vez recuperado todo este tejido, se añadió una 
solución de colagenasa I y DNAasa (Sigma, St Louis, Estados Unidos) a una 
concentración de 1 mg/ml y 1 µg/ml, respectivamente, en HBSS (GIBCO, Paisley, 
Strathclyde, Reino Unido) y se incubó a 37ºC durante 3 h en agitación constante. 
Transcurrido el tiempo de incubación, se centrifugó a 3.000 r.p.m. durante 10 min 
a RT, se retiró el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1 ml de medio 
DMEM/F-12 (Medio Eagle Modificado Dulbecco (en inglés “Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium”) + GlutaMAX-1 con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF) inactivado 
y 1% de Penicilina-Estreptomicina (P-S) (en inglés “Penicillin-Streptomycin”) 
(GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) previamente filtrado. 
 
5.1.3.- Cultivo celular 
Una vez disgregada la CO y MO, la suspensión celular se cultivó en placas 
de 6 pocillos a 37ºC y 5% de CO2 en medio DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 con 10% 
de SBF inactivado y 1% de P-S (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido). El 
cultivo celular de CO y MO (figura 15A y B) se mantuvo durante 20 días, hasta el 
momento del ensayo de invasión celular. 
 
   
A B 
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5.2.- Cultivo de las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468  
MDA-MB-231 y MDA-MB-468 son líneas celulares de CM con un potencial 
metastático elevado, siendo de las más utilizadas en los estudios de CM. Se 
aislaron por primera vez en 1974 y 1977, respectivamente, a partir de una muestra 
de derrame pleural de una paciente con CM que falleció de esta enfermedad 
(Cailleau et al., 1974; Cailleau et al., 1978). Ambas líneas presentan un 
crecimiento extraordinariamente rápido en cultivos poco enriquecidos, en parte por 
una regulación autocrina a partir de factores de crecimiento celular que ellas 
mismas secretan al medio. 
Estas líneas celulares fueron utilizadas como control positivo de células 
metastáticas de CM. Unas alícuotas de estas células congeladas fueron 
proporcionadas por Sergio Bañuls, encargado del servicio de cultivo celular de la 
Unidad Central de Investigación de la Facultad de Medicina de la Universitat de 
Valencia. Las células, fueron descongeladas y cultivadas en medio de cultivo 
DMEM/F-12 + GlutaMAX-1, suplementado con 10% de SBF inactivado y 1% de P-
S (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido), previamente filtrado. A continuación 
se procedió a su siembra en un frasco de cultivo de 25 cm2 (Orange Scientific, 
Bélgica) e incubación a 37ºC y 5% de CO2. 
A las 48 horas se observó mediante microscopía óptica que parte de las 
células habían formado una monocapa y empezaban a adquirir la morfología 
característica de este tipo celular (figura 16). La monocapa formada fue lavada con 
PBS y disociada empleando la mezcla enzimática tripsina- ácido etilendiamino 
tetracético (EDTA) 1X (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) y se llevó a 
cabo su resiembra en medio de cultivo. La línea celular se sometió a no más de 4 
pases mediante este procedimiento. Parte del cultivo celular se congeló y 
almacenó a -80ºC y otra parte se empleó para la realización del ensayo de 
invasión celular. 
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Figura 16.- Cultivo celular de las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468. Las 
fotografías muestran el aspecto de las células que constituyen la monocapa para las 
líneas MDA-MB-231 (A) y MDA-MB-468 (B). Aumento 10X. 
 
 
5.2.1.- Congelación de células tumorales MDA-MB-231 y MDA-MB-468 
Tras la disociación enzimática de los cultivos y su posterior inactivación 
con tripsina, las células fueron centrifugadas durante 5 min a 1500 r.p.m. a TA. A 
continuación, el sobrenadante fue retirado y el pellet fue resuspendido en el medio 
de congelación compuesto por DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 y 10% de DMSO 
(Sigma, St Louis, Estados Unidos). Las células fueron trasvasadas a un criotubo 
que se introdujo en un sistema de congelación llamado “Mr. Frosty™ Freezing 
Containe” (Nalgenetm, Nalge Nunc International, Dinamarca) con isopropanol (2-
propanol, Panreac, Barcelona, España) la cual se depositó a -80ºC durante 24 
horas. Posteriormente los criotubos fueron traspasados a un tanque de N2 líquido. 
 
5.3.- Ensayo de invasión celular 
Para el estudio in vitro de invasión celular se utilizó el kit “QCMTM 24-Well 
Collagen-Based Cell Invasion Assay” (Millipore, Darmstadt, Alemania). Este 
ensayo consiste en el cultivo de las células bajo estudio en una cámara de 
invasión. Las células se depositan sobre un inserto con un tamaño de poro de       
A A B 
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Figura 17.- Esquema del ensayo in vitro de invasión celular. Se representa el 
sistema de doble pocillo con el inserto. En el inserto se añade la suspensión celular y 
en el pocillo exterior se añade el mismo medio con el que se resuspendieron las células 
(A). Las células con capacidad invasora traspasarán la membrana del inserto y se 
quedarán adheridas a la parte inferior del mismo (B). 
8 µm y recubierto por una capa de colágeno polimerizado (figura 17). La capa de 
colágeno ocluye los poros, bloqueando la migración de las células no invasivas al 
pocillo inferior. Sin embargo, las células con capacidad invasora migran a través 
de la capa de colágeno polimerizado y se aferran a la parte inferior de la 
membrana de policarbonato. Las células que sean capaces de invadir y traspasar 
la membrana, se quedan en la parte inferior del inserto y serán cuantificadas 
mediante técnicas colorimétricas.  
 
 
Una vez obtenida la monocapa celular de las 5 COs, las 4 MOs y de las 
líneas celulares cancerígenas utilizadas como controles positivos en el ensayo, 
éstas se mantuvieron durante 24 h con medio libre de SBF [DMEM/F-12 + 
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GlutaMAX-1 con 1% de P-S (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido)]. 
Transcurrido este tiempo, la monocapa celular formada fue lavada y disgregada 
siguiendo el protocolo previamente descrito en el punto 5.2. Posteriormente, se 
añadieron 800 µl de medio de cultivo en cada pocillo y se recuperó toda la 
suspensión celular, que fue centrifugada a 1.500 r.p.m. durante 5 min a TA. Se 
eliminó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1 ml de DMEM/F-12 + 
GlutaMAX-1 estéril (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) con 1% S-P. La 
concentración celular obtenida se cuantificó en una cámara de Neubauer. Se 
prepararon las células de CO, MO, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 a una 
concentración de 500.000 células/ml.  
El ensayo se realizó en placas de 24 pocillos. Como control positivo se 
utilizaron las líneas cancerígenas metastáticas de CM y como control negativo 
medio libre de suspensión celular. Cada una de las muestras se realizó por 
duplicado. 
Se añadieron 300 µl de medio libre de SBF en el interior de cada inserto, 
permitiendo así la rehidratación de la capa de colágeno durante 30 minutos a TA. 
Transcurrido este tiempo, se eliminaron 250 µl del medio de los insertos y se 
añadió 250 µl de la suspensión celular preparada a 500.000 células/ml a cada 
inserto.  
A continuación, se añadieron 500 µl de medio libre de SBF en la cámara 
inferior de la placa. Se incubaron durante 48 h a 37ºC y 5% CO2.   
Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió a la cuantificación de las 
células invasoras en cada pocillo. Para ello, se eliminó todo el medio de la parte 
superior del inserto y se colocó el inserto en 400 µl de la solución de tinción 
proporcionada por el kit. Estos insertos se incubaron durante 20 min a TA para 
permitir la tinción de las células. Posteriormente se lavó cada inserto en agua 
destilada para eliminar el exceso de colorante y, con la ayuda de un bastoncillo, se 
eliminaron todas las células no invasoras que se encontraban en la parte interior 
del inserto. Una vez secados al aire, cada inserto teñido se transfirió a un pocillo 
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limpio con 200 µl de “Extraction Buffer” proporcionado por el kit, y se incubó 
durante 15 min a TA. Posteriormente, se transfirieron 100 µl de cada pocillo a una 
placa de 96 pocillos para cuantificar la densidad óptica a 560 nm.  
Se calculó el valor medio y la desviación estándar de la absorbancia 
cuantificada en cada muestra. En el caso de las COs y MOs, posteriormente, se 
calculó la media y la desviación estándar de todas las COs y de las MOs del 
ensayo.  
 
6.- Modelo experimental in vivo  
La comprobación definitiva de que el tejido ovárico congelado de las 
pacientes de PF está libre de enfermedad metastática es el xenotrasplante a 
ratones inmunodeprimidos. Mediante el estudio in vivo se valora la ausencia o 
presencia de células metastáticas en la CO y MO criopreservada de las pacientes 
de PF.  
 
6.1.- Preparación de las muestras de tejido ovárico 
Se analizaron 5 pacientes de PF con CM en estadios I y IIIa. Se utilizaron 
5 fragmentos de CO y 5 de MO de 10X40 mm de cada una de las pacientes que 
fueron congelados previamente como se explicó en el apartado 1.1 de materiales 
y métodos. 
 
6.1.1.- Descongelación de tejido ovárico 
La descongelación del tejido ovárico se realizó siguiendo el mismo 
protocolo que el detallado en el apartado 5.1.1 de materiales y métodos.  
 
6.1.2.- Disgregación de tejido ovárico 
La descongelación del tejido ovárico se realizó siguiendo el mismo 
protocolo que el detallado en el apartado 5.1.2 de materiales y métodos.  
 
IV-Materiales y Métodos 
 
87 
 
6.1.3.- Cultivo celular 
El cultivo celular de las CO y MO utilizadas para este ensayo se realizó 
siguiendo el mismo protocolo detallado en el apartado 5.1.3 de materiales y 
métodos.  
El cultivo celular de CO y MO se mantuvo durante 20 días, hasta el 
momento del marcaje celular y su posterior inyección en ratones 
inmunodeprimidos Nude. 
 
6.1.4.- Marcaje celular 
Las células en cultivo de CO y MO fueron marcadas mediante el uso de 
lentivirus para poder visualizarlas in vivo por fluorescencia.  
Los lentivirus pertenecen a la familia Retroviridae, caracterizada por 
poseer un genoma de ARN y porque su ruta replicativa pasa por una fase en la 
que su información genética aparece en forma de ADN de doble cadena. La 
partícula viral lleva dos copias de ARN genómico, presenta una estructura Cap en 
el extremo 5´y una cola poli(A) de unos 20 restos de longitud en su extremo 3´. 
Además presenta genes necesarios para su replicación y para mantener su 
capacidad infectiva, GAG, POL y ENV. En el interior del virión también se 
encuentran varias copias de dos proteínas virales esenciales: la transcriptasa 
inversa e integrasa.  
La infección y transmisión de estos virus a una célula hospedadora no 
necesita ningún vector, solamente del contacto directo entre los individuos. Tras la 
entrada del ARN genómico en la célula, la enzima transcriptasa inversa o 
retrotranscriptasa sintetiza una molécula de ADN de doble cadena que, con la 
ayuda de la integrasa, se inserta en el genoma de la célula infectada. Este ADN 
integrado se mantiene estable, siendo replicado como parte integrante de la célula 
hospedadora y transcripto por la maquinaria celular para producir todas las 
proteínas integradas en él (figura 18). Cualquier ADN incorporado en un retrovirus 
es expresado en la célula indefinidamente. 
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Figura 18.- Infección lentiviral a una célula hospedadora. Se 
representa la infección retroviral a una célula en la cual se 
retrotranscribe el ARN a ADN del virus y se integra en el ADN celular, 
en donde es transcripto y traducido por la maquinaria celular, 
expresando las proteínas contenidas en el ADN viral. Imagen 
modificada de http://www.cultek.com. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En nuestro caso, se utilizaron lentivirus que además de expresar los 
transcriptos esenciales para su infección y transmisión, expresan la proteína 
“Cherry” y un gen de resistencia al antibiótico puromicina. “Cherry” se trata de una 
proteína fluorescente roja, que hace que las células que son infectadas por estos 
virus presenten dicha fluorescencia. La resistencia a puromicina hace que las 
células infectadas sean insensibles a este antibiótico, por lo que añadiendo 
puromicina al medio de cultivo se pueden seleccionar las células infectadas de las 
que no lo fueron.  
El marcaje de las células de CO y MO en cultivo se realizó añadiendo a 
cada pocillo 500 µl de medio de infección vírica: DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 
(GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) con 10% de SBF (GIBCO, Paisley, 
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Strathclyde, Reino Unido), ¼ del sobrenadante viral (proporcionados por la Dra. 
Carmen María García-Pascual) y 8 µg/ml de Polybrene (Merck Millipore, 
Darmstadt, Alemania) durante 24 h a 37ºC y 5% de CO2. Transcurridas 24 h, se 
retiró el medio de la infección y se añadió medio de cultivo DMEM/F-12 + 
GlutaMAX-1 con 10% de SBF, 1% de P-S y 1% de fungizona (F) (GIBCO, Paisley, 
Strathclyde, Reino Unido). Cinco horas después se añadió el medio de cultivo con 
1 µg/1ml de puromicina (Sigma, St Louis, Estados Unidos), permitiendo la 
selección de las células infectadas, ya que solamente las células que incorporaron 
el virus presentan resistencia a puromicina. Además de por su supervivencia, las 
células infectadas se observaron de color rojo bajo el microscopio de fluorescencia 
(Nikon, Eclipse TS100) 48-72 h después de la infección (figura 19). El medio de 
cultivo fue cambiado cada dos días hasta el momento de la recogida celular para 
su inyección en los ratones.  
Cuatro días después de la infección viral, la monocapa celular formada fue 
lavada con PBS y disociada empleando el método de dispersión enzimática 
utilizando 400 µl de tripsina-EDTA 1X (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) 
incubándolas 5 min a 37ºC. Posteriormente, se añadieron 800 µl de medio de 
cultivo en cada pocillo y se recuperó toda la suspensión celular, que fue 
centrifugada a 1.500 r.p.m. durante 5 min a TA. Se eliminó el sobrenadante y se 
resuspendió el pellet en 1 ml de DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 estéril (GIBCO, 
Paisley, Strathclyde, Reino Unido). La concentración celular obtenida se cuantificó 
en una cámara de Neubauer. Posteriormente se centrifugó nuevamente a 1.500 
r.p.m. durante 5 min a TA y una vez eliminado el sobrenadante, se resuspendió el 
pellet en 50 µl de medio DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 estéril (GIBCO, Paisley, 
Strathclyde, Reino Unido) para ser inyectado en la cápsula renal de los ratones 
correspondientes. 
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Figura 19.- Esquema de cultivo celular a partir de tejido ovárico e 
infección de las células. Se representa los pasos a seguir en el 
cultivo celular a partir de tejido ovárico (CO y MO) y el marcaje 
mediante lentivirus y su selección. 
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Figura 20.- Cultivo celular de la línea MDA-MB-468. Se muestra el cultivo celular 
antes de la infección (A) y el cultivo marcado (B). Aumentos a 10X. 
6.2.- Cultivo de la línea celular  
El cultivo celular de la línea cancerígena metastática utilizada para el 
ensayo in vivo se realizó de la misma manera que se explicó en el apartado 5.2 de 
materiales y métodos.  
El procedimiento de cultivo celular y marcaje mediante lentivirus se realizó 
siguiendo el mismo procedimiento que en las células de tejido ovárico, detallados 
anteriormente. En la figura 20 se muestra una imagen de las células MDA-MB-468 
antes del marcaje mediante lentivirus (figura 20A) y después de dicho marcaje 
(figura 20B).  
 
6.3.- Modelo animal 
Las células cultivadas y marcadas de CO, MO y MDA-MB-468 fueron 
inyectadas en la cápsula renal de ratones inmunodeprimidos. 
Se utilizaron ratones hembra de 5 semanas (Hsd: Athymic Nude-nu, 
Charles River laboratories, Wilmington, MA, ESUU) libres de enfermedades 
patológicas específicas (figura 21). Se estabularon en jaulas con filtro, en el interior 
A
 
B
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Figura 21.- Ratón transgénico 
utilizado. Ratón atímico Nude de 5 
semanas de edad. 
de cabinas de protección, con una TA fijada de 21±1º C, con ciclo de luz/oscuridad 
de 12/12h y humedad relativa del 55±10% y en un área de bioseguridad libre de 
patógenos (SPF) (en inglés “Specific Pathogen Free”). Los ratones fueron 
mantenidos con alimentación ad libitum con pienso irradiado y agua autoclavada. 
La manipulación de animales se realizó siempre en el interior de campana de flujo 
laminar. 
Todos los protocolos de experimentación animal que se utilizaron en este 
trabajo de investigación se atienen a lo dispuesto en la normativa legal vigente y 
en particular en el Real Decreto 1201/2005 de 21 de Octubre sobre protección de 
animales, utilizada para experimentación y otros fines científicos y de acuerdo con 
la directiva 86/609/CEE, de 14 de Noviembre de 1986 en relación a la toma de 
muestras de animales. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
6.3.1.- Cirugía  
Los animales fueron divididos en 5 grupos (tabla 6): 
- Grupo 1: 1 animal al que solamente se le inyectó medio DMEM/F-12 
+ GlutaMAX-1, sin células, como control negativo. 
- Grupo 2: 1 animal al que se le inyectó una dosis de 500.000 células 
de línea celular canceríegna MDA-MB-468. 
- Grupo 3: 1 animal al que se le inyectó una suspensión celular de CO 
proveniente de una paciente sana. 
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Tabla 6.- Muestras celulares inyectadas a ratones Nude. Se indica las 
muestras de CO, MO y MDA-MB-468 utilizadas para la inyección en cápsula 
renal a ratones. Se muestra la cantidad de células que fueron inyectadas de 
cada una de las muestras. 
- Grupo 4: 5 animales a los que se le inyectaron una suspensión 
celular proveniente de COs de pacientes con CM. 
- Grupo 5: 5 animales a los que se le inyectaron una suspensión 
celular provenientes de MOs de pacientes con CM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los animales fueron sometidos a solamente un proceso invasivo para la 
inyección de las células de CO, MO, y línea celular en su cápsula renal. Para ello, 
todos los animales fueron sedados mediante la administración de cloruro mórfico 
al 2% (B.Braun, Melsungen, Alemania) y anestesiados durante la operación por 
inhalación con isofluorano al 4% (B.Braun, Melsungen, Alemania). Además, se 
utilizó el analgésico postquirúrgico Buprex (RB Pharmaceuticals, Richmond, 
EEUU). Estos procesos invasivos se llevaron a cabo con material estéril, bajo una 
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campana de flujo laminar y sobre una manta eléctrica para evitar la hipotermia. 
Todo el material fue previamente esterilizado por autoclave. Se aplicó una solución 
antiséptica (Povidona Iodada 10%) sobre la piel del animal y se procedió a la 
incisión de la piel en el lado dorsal izquierdo para acceder a la cápsula renal. Se 
realizó una inyección de 50 µl de medio DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 con la 
suspensión celular específica y la incisión fue cerrada mediante una sutura 
“Monosyn 6/0” (B.Braun, Melsungen, Alemania). Una solución antiséptica 
(povidona Iodada 10%) fue aplicada sobre la piel del animal antes y después de la 
intervención. 
 
6.3.2.- Monitorización de las células inyectadas en los ratones 
La monitorización de la evolución de las células inyectadas se realizó 
mediante un sistema de imagen in vivo (IVIS) (en inglés “In Vivo Imaging System”) 
(Xenogen-IVIS 100 cooled CCD Optical Macroscopic Imaging System, SC 
BioScience Corporation, Tokyo, Japan) realizando mediciones cada semana. Este 
sistema utiliza una tecnología de imagen óptica para facilitar el seguimiento 
longitudinal del tráfico celular en animales vivos. Presenta un conjunto de filtros de 
alta eficiencia y una mezcla de espectros con algoritmos que permite sacar el 
máximo provecho de la luminiscencia y fluorescencia entre la región de longitud de 
onda que abarca desde el azul al infrarrojo cercano. El instrumento está equipado 
con 10 filtros de excitación de banda de 30 nm y 18 filtros de emisión de banda de 
20 nm, que ayudan a reducir significativamente la autofluorescencia.  
 
El primer día de monitorización, después de la cirugía, se fijaron las 
longitudes de onda de emisión/excitación de mCherry, cuyo pico de 
absorción/emisión es de 587 nm y 610 nm, respectivamente. Se establecieron 3 
longitudes de onda de excitación y emisión (570-620 nm, 605-660 nm, 640-680 
nm) que fueron las utilizadas en cada medición. Dichas monitorizaciones se 
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realizaron bajo los efectos de la anestesia por vía inhalatoria mediante isofluorano 
al 3% (B.Braun, Melsungen, Alemania). 
 
6.3.3.- Análisis de la invasión metástatica post-mortem   
Al cabo de 6 meses los ratones fueron sacrificados mediante inhalación de 
CO2. De cada uno de los ratones se realizó un análisis macroscópico morfológico 
con el fin de evaluar un posible daño tisular originado por la inyección de células 
cancerígenas. Además de cada uno de los ratones se extrajo la cápsula 
suprarrenal izquierda (en la cual se inyectaron las células), la cápsula suprarrenal 
derecha, el hígado, el bazo y el páncreas. De cada uno de estos órganos se 
extrajo un fragmento para su inclusión en parafina y su posterior análisis 
inmunohistoquímico, y el resto del órgano se guardó para su análisis molecular.  
Los análisis moleculares e IHQs se realizaron siguiendo el mismo 
protocolo explicado anteriormente. Para el análisis molecular se utilizaron los 
cebadores 18S, GCDFP15, MGB1 y SBEM (tabla 4) y dos marcadores más para la 
identificación de células humanas y células murinas específicamente en los tejidos 
analizados, que son HPRTh (Hs02800695_m1) y HPRTm (Mm01545399_m1) (Life 
Technologies, Foster City, California, Estados Unidos). HPRTh y HPRTm son 
específicos de especie y amplifican una enzima que se expresa en todas las 
células del organismo de forma constitutiva, llamada hipoxantina-guanina 
fosforribosiltransferasa. 
 
7.- Análisis estadístico 
El análisis estadístico se llevó a cabo con el programa “SPSS statistics 
versión 19”. Para comprobar la distribución normal de los datos se utilizó el test de 
Kolmogorov-Smirnov. En función si las muestras presentaron una distribución 
normal o no, se realizó una comparación de medias mediante el test T para 
muestras independientes o la prueba de Mann-Whitney, respectivamente. 
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El test diagnóstico se analizó mediante curvas ROC, para el cálculo de su 
especificidad y sensibilidad. La media y desviación estándar también fueron 
calculados. Se consideró diferencias estadísticamente significativas si *p<0,05, 
**p<0,01 y ***p<0,001. Se consideró no diferencias estadísticamente significativas 
(NS) si p>0,05.  
La representación gráfica de los resultados se llevó a cabo mediante el 
soporte informático GraphPad Instat V5.0 (GraphPad Software, San Diego, 
California, Estados Unidos). 
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Figura 22.- Valor Ct obtenido 
del gen 18S de las muestras de 
ovario sano. Se muestran los 
valores de Ct con su desviación 
estándar (obtenida de 3 réplicas) 
en el control y en las 10 muestras 
de ovario sano.  
1.- Desarrollo del test diagnóstico de marcadores moleculares 
Para establecer un panel de marcadores específico y sensible, se 
utilizaron 10 muestras de tejido ovárico sano y 13 muestras de metástasis 
confirmada (8 en ovario y 5 en otros tejidos). Se incluyeron además 4 muestras de 
tumor primario de CM. Como control se utilizó un pool comercial de ovario sano 
(ov. sano control). 
Tal y como se explicó en el apartado de materiales y métodos, se extrajo 
el ARN de cada muestra y tras cuantificar y determinar su cantidad y calidad de 
ARN, se realizó la retrotranscripción a ADNc. Todas las muestras incluidas en este 
estudio presentaron una calidad y cantidad óptima de ARN y ADNc y se analizaron 
mediante RT-qPCR. Como muestra control para el cálculo de -ΔΔCt se utilizó un 
pool comercial de ovario sano y como control endógeno se utilizó el gen 
ribosómico 18S.  
 
1.1.- Estudio de expresión génica en muestras de ovario sano 
Todas las muestras de ovario sano expresaron el gen 18S utilizado como 
control endógeno, indicando que el ADNc de cada muestra era óptimo y que la 
RT-qPCR había cursado con éxito. El valor promedio de Ct obtenido en estas 10 
muestras fue de 24,07±4,37 (figura 22).  
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Figura 23.- Expresión génica de los marcadores de CM en muestras de ovario 
sano. Se muestran los valores de 2-ΔΔCt de los genes MUC1 (morado), NY-BR-01 (azul) 
y WT-1 (blanco) de la muestra control de ovario sano y de las 10 muestras de ovario 
sano.  
El gen MUC1 se expresó en el 70% (7/10) de las muestras de ovario sano. 
Su expresión relativa (2-ΔΔCt) fue de -43,36±61,83 en un rango de -201,01 a 1 
(figura 23); indicando que en las muestras de ovario sano la expresión de MUC1 
era hasta 201,01 veces menor que en la muestra utilizada como control.  
El gen WT-1 se expresó en el 70% (7/10) de las muestras analizadas, 
obteniendo un valor promedio de expresión relativa de 1,99±2,91 (figura 23) en un 
rango de -1,2 a 9,8.  
No se encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) entre los valores 
de ΔCt de MUC1 y WT-1 entre las muestras de ovario sano y el control. 
Los genes GCDFP15, MGB1, SBEM y NY-BR-01 no se expresaron en 
ninguna de estas 10 muestras, siendo la expresión relativa igual a 1 en todas ellas 
(figura 23, 24). 
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Figura 24.- Expresión génica de los marcadores de CM en muestras de ovario 
sano. Se muestran los valores de 2-ΔΔCt de los genes GCDFP15 (negro), MGB1 (gris 
oscuro) y SBEM (gris claro) de la muestra control y de las 10 muestras de ovario sano. 
Figura 25.- Valor Ct del gen 
18S obtenido de las 
muestras de tumor primario 
de CM. Se muestran los 
valores de Ct con su 
desviación estándar (obtenida 
de 3 réplicas) en el control y en 
las 4 muestras de tumor 1º de 
CM.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.- Estudio de expresión génica en muestras de tumor primario de 
cáncer de mama 
Se estudió la expresión génica de 4 muestras de tumor primario de 
pacientes con CM. Todas ellas expresaron el gen 18S como control endógeno con 
un valor medio de Ct de 19,19±4,21 (figura 25). 
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El gen MUC1 se expresó en el 100% de las muestras obteniendo un valor 
medio de expresión relativa de 46,60± 95,79 en un rango de -11,16 y 189,86 
(figura 26).  
El gen WT-1 se expresó en el 50% (2/4) de las muestras con unos valores 
de expresión relativa de -6,97 y -130,64 (figura 26), siendo menores que en la 
muestra control.  
NY-BR-01 se expresó en el 50% (2/4) de las muestras con unos valores 
de expresión relativa de 13.650,82 y 189.849,94 (figura 26). La expresión de este 
gen es muy específica de muestras de CM y metástasis, observándose valores de 
expresión relativa muy altos, pero no en todas las muestras analizadas.  
GCDFP15 se expresó en el 75% (3/4) de las muestras de CM presentando 
una expresión relativa promedio de 1.158.237,76±18,71 y un rango de 18,71 y 
1.158.237,76 (figura 27). 
MGB1 se expresó en el 50% (2/4) de las muestras, obteniendo unos 
valores de expresión relativa de 55,26 y 3.618,01 (figura 27). 
SBEM se expresó en 3 muestras, siendo la expresión relativa 12,12; 10,48 
y 37,25 (figura 27). 
En ninguno de los genes analizados en este grupo muestral se 
encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) respecto al control de ovario 
sano en sus valores de ΔCt obtenidos.  
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Figura 26.- Expresión génica de los marcadores en muestras de tumor 1º de CM. 
Se muestran los valores de 2-ΔΔCt de los genes MUC1 (morado), NY-BR-01 (azul) y WT-
1 (blanco) de la muestra control de ovario sano y de las 4 muestras tumor 1º de CM. 
Figura 27.- Expresión génica de los marcadores en muestras de tumor 1º de CM. 
Se muestran los valores de 2-ΔΔCt de los genes GCDFP15 (negro), MGB1 (gris oscuro) y 
SBEM (gris claro) de la muestra control de ovario sano y de las 4 muestras tumor 1º de 
CM. 
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Figura 28.- Valor Ct del gen 
18S obtenido de las 
muestras de CO con 
metástasis. Se muestran los 
valores de Ct con su 
desviación estándar (obtenida 
de 3 réplicas) en el control y 
en las 8 muestras de 
metástasis en ovario (M1-CO-
1 - M1-CO-8). 
1.3.- Estudio de expresión génica en muestras de corteza ovárica con 
metástasis confirmada 
Todas las muestras de CO expresaron el gen 18S utilizado como control 
endógeno. El valor promedio de Ct obtenido en estas 8 muestras fue de 
20,53±1,07 (figura 28).  
 
 
 
 
 
 
El gen MUC1 se expresó en el 100% de las muestras (8/8). La expresión 
relativa media fue de -0,41±16,67, en un rango de -18,75 a 36,59 (figura 29). No se 
encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) entre los valores de ΔCt entre 
este grupo de muestras y el control. Estos valores indican que el gen MUC1 no es 
un buen candidato para la detección de metástasis en ovario, ya que se expresa 
de igual manera tanto en CO sana como en CO con metástasis.  
El gen WT-1 se expresó en el 87,5% (7/8) de las muestras analizadas 
obteniendo un valor promedio de expresión relativa de 26,95±58,88 en un rango 
de -1,69 a 171,62 (figura 29). No se encontraron diferencias significativas (NS; 
p>0,05) respecto a la muestra control. 
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El gen NY-BR-01 se expresó en el 50% (4/8) de las muestras de 
metástasis en ovario, obteniendo un valor promedio de expresión relativa de 
12.838,33±16.760,13 (figura 29), en un rango de 99,75 a 36.122,27. Dada la 
ausencia de expresión de NY-BR-01 en las muestras de ovario sano y en el 
control, estos valores muestran que la detección de la expresión del gen            
NY-BR-01 es indicativo de la presencia de células malignas. Sin embargo, la 
ausencia de la expresión de NY-BR-01 no indica que el tejido esté libre de 
enfermedad metastática y que a pesar de ser un gen muy específico, es poco 
sensible para la detección de micrometástasis de CM, ya que solo se expresó en 
el 50% de las muestras con metástasis confirmada en ovario, además, no se 
encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) entre el ΔCt de este grupo de 
muestras y la muestra control.  
El gen GCDFP15 se expresó en el 75% (6/8) de los casos, obteniendo un 
valor promedio de expresión relativa de 10.425,18±27.565,85, en un rango de 
32,87 a 78.559,6 (figura 30). Estos elevados valores de expresión relativa para el 
gen GCDFP15 hacen de él un buen candidato para su inclusión en el test 
diagnóstico. El ΔCt mostró diferencias significativas (*p<0,05) respecto a la 
muestra control.  
El gen MGB1 se expresó en el 87,5% (7/8) de las metástasis en ovario. La 
expresión relativa media obtenida fue de 30.113,51±61.004,23 en un rango de 
15,75 y 177.849,82 (figura 30). Este marcador es altamente específico y sensible 
ya que solo se expresó en muestras con células malignas y se obtuvieron unos 
valores de 2-ΔΔCt muy elevados y además, el ΔCt mostró diferencias muy 
significativas (***p<0,001) respecto a la muestra control.  
El gen SBEM se detectó en 87,5% (7/8) de las muestras con metástasis 
en ovario, obteniéndose un valor promedio de expresión relativa de 
452.552,01±1.273.314,81 (figura 30), en un rango de 3.603.831,18 y 17,81. Dada 
la elevada expresión relativa de SBEM y la ausencia de expresión del mismo en 
CO sana, se puede considerar un candidato óptimo para la inclusión en el test 
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Figura 29.- Expresión génica de los marcadores en muestras de CO metastáticas 
de pacientes con CM. Se muestran los valores de 2-ΔΔCt de los genes MUC1 (morado), 
NY-BR-01 (azul) y WT-1 (blanco) de la muestra control de ovario sano y de las 8 
muestras de metástasis en ovario (M1-CO-1 - M1-CO-8).  
Figura 30.- Expresión génica de los marcadores en muestras de CO metastáticas 
de pacientes con CM. Se muestran los valores de 2-ΔΔCt de los genes GCDFP15 
(negro), MGB1 (gris oscuro) y SBEM (gris claro) de la muestra control de ovario sano y 
de las 8 muestras de metástasis en ovario (M1-CO-1 - M1-CO-8).  
diagnóstico de metástasis. El ΔCt mostró diferencias significativas (*p<0,05) 
respecto a la muestra control.  
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Figura 31.- Valor Ct del gen 18S obtenido de las muestras de metástasis en otros 
tejidos. Se muestran los valores de Ct con su desviación estándar (obtenida de 3 
réplicas) en el control y en las 5 muestras de metástasis (M1).  
1.4.- Estudio de expresión génica en muestras de metástasis 
confirmada en otros tejidos 
Los genes candidatos se estudiaron también en 5 muestras con 
metástasis confirmada de hígado, pleura, hueso, ojo y ligamento uterino 
procedentes de pacientes con CM. 
Todas estas muestras expresaron el gen 18S utilizado como control 
endógeno. El valor promedio de Ct obtenido en estas 5 muestras fue de 
19,68±3,79 (figura 31).  
 
 
Los valores de expresión relativa de los genes candidatos obtenidos en 
estos tejidos se muestran en la tabla 7 y en la figura 32 y 33. 
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Tabla 7.- Expresión de las muestras de metástasis de pacientes con CM. Se 
muestra el valor de ΔCt obtenido para cada uno de los genes seleccionados en cada 
una de las muestras de metástasis (M1) en distintos tejidos de pacientes con CM. 
 
El gen MUC1 y WT-1 no son buenos candidatos para la detección de 
metástasis ya que no existen diferencias significativas (NS; p>0,05) en el valor de 
ΔCt entre muestras con metástasis y ovario sano.  
El gen NY-BR-01 presenta una especificidad del 100% ya que solo se 
expresó en muestras metastáticas, sin embargo es un marcador poco sensible ya 
que no se expresa en un porcentaje elevado y no se encontraron diferencias 
significativas (NS; p>0,05) con el control en el valor de ΔCt.  
Los genes GCDFP15, MGB1 y SBEM, debido a su alta sensibilidad y 
especificidad en las muestras con metástasis confirmada respecto a los tejidos 
sanos, fueron incluidos en el test diagnóstico, aunque solamente se obtuvieron 
diferencias significativas (*p<0,05) entre este grupo y el control en los genes 
GCDFP15 y SBEM.  
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Figura 32.- Expresión génica de los marcadores en muestras de metástasis de CM. 
Se muestran los valores de 2-ΔΔCt de los genes MUC1 (morado), NY-BR-01 (azul) y WT-
1 (blanco) de la muestra control de ovario sano y de las 5 muestras de metástasis (M1) 
en hígado, pleura, hueso, ojo y ligamento uterino. 
Figura 33.- Expresión génica de los marcadores en muestras de metástasis de 
CM. Se muestran los valores de 2-ΔΔCt de los genes GCDFP15 (negro), MGB1 (gris 
oscuro) y SBEM (gris claro) de la muestra control de ovario sano y de las 5 muestras 
de metástasis (M1) en hígado, pleura, hueso, ojo y ligamento uterino. 
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1.5.- Selección de marcadores para el test diagnóstico 
- MUC1: Este marcador se expresó en todos los grupos de muestras 
analizadas. No se encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) en la 
expresión génica de este gen entre muestras con metástasis confirmada y 
sanas. Debido a su baja especificidad para la detección de células 
malignas en tejido, fue descartado como candidato para su inclusión en el 
panel de marcadores del test diagnóstico.  
- WT-1: Se expresó tanto en muestras con metástasis confirmada como en 
sanas, no encontrándose diferencias significativas (NS; p>0,05) entre 
ambos grupos. Por lo tanto, tampoco fue incluido en nuestro panel de 
marcadores de detección de micrometástasis.  
-NY-BR-01: Presentó una expresión específica en muestras con 
enfermedad metastática y no se expresó en ninguna de las muestras 
catalogadas como sanas, observándose diferencias significativas 
(*p<0,05) entre ambos grupos. Sin embargo, dado que su expresión en 
muestras con metástasis confirmada fue solo en el 50% de los casos de 
CO y el 60% de los casos de metástasis en otros tejidos, este gen fue 
descartado como marcador para su inclusión en el test diagnóstico debido 
a su baja sensibilidad en la detección de células metastáticas. Un 
resultado positivo en la expresión relativa de este gen indicaría la 
presencia de células malignas, pero un resultado negativo no sería 
informativo. 
- GCDFP15: La expresión de GCDFP15 fue significativamente mayor 
(***p<0,001) en las muestras con metástasis confirmada respecto a las 
muestras de ovario sano. Conjuntamente, GCDFP15 se expresó en el 
85% de las muestras afectas (6/8 COs y en hígado, pleura, hueso, ojo y 
ligamento uterino) mientras que su expresión fue nula en las muestras de 
ovario sano.  
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- MGB1: La expresión de MGB1 fue significativamente mayor (*p<0,05) en 
las muestras con metástasis confirmada respecto a las muestras de ovario 
sano. MGB1 se expresó en 7/8 de COs y en metástasis de hígado y ojo.  
- SBEM: La expresión de SBEM fue significativamente  mayor (***p<0,001) 
en las muestras con metástasis confirmada respecto a las muestras de 
ovario sano. SBEM se expresó en 7/8 CO afectas y en las muestras de 
metástasis de hígado, pleura y ojo. 
 
1.5.1.- Cálculo de la especificidad y sensibilidad de los marcadores 
seleccionados mediante curvas ROC  
Los genes seleccionados para ser incluidos en el test diagnóstico fueron 
sometidos a un análisis estadístico de curvas ROC para calcular su especificidad y 
sensibilidad.  
- GCDFP15: El análisis de las curvas ROC de muestras sanas frente a 
muestras metastáticas mostró que con una especificidad de 1,0; la 
sensibilidad obtenida es de 0,85 (figura 34A). La comparación de muestras 
de ovario sano con muestras de ovario afecto, presentó una sensibilidad 
de 0,75 con una especificidad de 1 (figura 34B). Con estos resultados se 
estableció que GCDFP15 es un buen candidato para su incorporación en 
el panel de marcadores del test diagnóstico.  
- MGB1: El análisis estadístico mediante las curvas ROC de las muestras 
sanas contra las muestras metastáticas mostró que MGB1 presenta una 
sensibilidad de 0,69 con una especificidad de 1,0 (figura 34A). La 
comparación de las muestras de ovario metastático con ovario sano 
mostró una sensibilidad de 0,87 con una especificidad de 1,0 (figura 34B). 
MGB1 es un buen marcador para la detección de metástasis en ovario, no 
siendo tan sensible cuando se generaliza en las muestras metastáticas en 
todo el organismo. El estudio de la expresión de MGB1 se considera un 
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Figura 34.- Curvas ROC de la expresión relativa de los genes GCDFP15, MGB1 y 
SBEM. En la figura A se muestra la curva ROC obtenida de la comparación entre las 
muestras sanas y las afectas. En la figura B se muestra la curva ROC resultante de la 
comparación entre las muestras de CO sanas y las muestras de CO afectas. 
buen candidato para el test diagnóstico, ya que presenta una alta 
especificidad y sensibilidad.   
- SBEM: La comparación de todas las muestras sanas con todas las 
muestras afectas, mostró un valor estadístico de una sensibilidad de 0,77 
con una especificidad de 1,0 (figura 34). Al realizar el mismo análisis 
comparando las muestras de CO sanas con afectas, la sensibilidad 
aumenta a 0,87, con una especificidad de 1,0 (figura 34), por tanto, es un 
buen candidato para su inclusión en nuestro test diagnóstico. 
 
 
1.5.2.- Valoración de los marcadores moleculares seleccionados para el 
test diagnóstico 
Con los resultados obtenidos se estableció el panel de marcadores idóneo 
para el test diagnóstico en desarrollo. Este panel de marcadores consta de los 
genes GCDFP15, MGB1 y SBEM, cuya expresión génica será estudiada en 
muestras con riesgo de presentar micrometástasis.  
A B 
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Figura 35.- IHQ de GCDFP15. Muestra de ovario sano (A). Metástasis ósea (B). 
Metástasis ocular (C). Metástasis en ligamento uterino (D). Metástasis en CO (E) 
Metástasis en hígado (F). Control positivo (tumor primario de CM) (G). Control negativo 
(H). Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 µm en la figura A. 
Este test diagnóstico se considerará positivo, es decir, que la muestra 
contiene células malignas, cuando 1 de los 3 marcadores presente un valor de 
expresión relativa mayor a 10. Siguiendo este criterio, la especificidad del test es 
de 1,0 y la sensibilidad de 0,92 con un valor predictivo positivo de 1 y un valor 
predictivo negativo de 0,91.  
 
1.6.- Estudio inmunohistoquímico del test diagnóstico 
Se estudió la expresión proteica de los genes incluidos en el test 
diagnóstico mediante técnicas IHQs (GCDFP15, MGB1, SBEM). Debido a que 
WT-1 es considerado a nivel histológico como un marcador de ovario sano, a 
pesar de no incluirlo en el test diagnóstico molecular, también se analizó desde el 
punto de vista proteico. 
1.6.1.- Estudio inmunohistoquímico de GCDFP15 
Las muestras de ovario sano no presentaron inmunotinción para esta 
proteína (figura 35A) al igual que las muestras de metástasis confirmada en hueso 
(figura 35B), ojo (figura 35C) y ligamento uterino (figura 35D). En las muestras de 
metástasis confirmada en ovario (figura 35E) y en hígado (figura 35F) se observó 
una clara expresión de GCDFP15. 
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Figura 36.- IHQ de MGB1. Muestra de ovario sano (A). Metástasis ósea (B). Metástasis 
en ligamento uterino (C). Metástasis en CO (D). Metástasis en hígado (E). Metástasis 
ocular (F). Control positivo (G). Control negativo (H). Fotos tomadas con objetivo 20X. 
Escala a 100 µm en la figura A. 
1.6.2.- Estudio inmunohistoquímico de MGB1 
No se observó inmunotinción de MGB1 en las muestras de ovario sano 
(figura 36A), metástasis confirmada en hueso (figura 36B) y en ligamento uterino 
(figura 36C). Sin embargo, las muestras de metástasis confirmada en ovario 
(figura 36D), en hígado (figura 36E) y en ojo (figura 36F) presentaron una clara 
expresión proteica de MGB1. 
 
 
1.6.3.- Estudio inmunohistoquímico de SBEM 
Las muestras de ovario sano (figura 37A), metástasis ósea (figura 37B) y 
ligamento uterino (figura 37C) fueron negativas para la expresión de SBEM a nivel 
proteico. Por el contrario, la expresión de SBEM fue evidente en muestras de 
metástasis en ovario (figura 37D) en hígado (figura 37E) y en ojo (figura 37F).  
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Figura 37.- IHQ de SBEM. Muestra de ovario sano (A). Metástasis ósea (B). Metástasis 
en ligamento uterino (C). Metástasis en CO (D). Metástasis en hígado (E) Metástasis 
ocular (F). Control positivo (G). Control negativo (H). Fotos tomadas con objetivo 20X. 
Escala a 100 µm en la figura A. 
 
 
 
 
1.6.4.- Estudio inmunohistoquímico de WT-1 
En las muestras de ovario sano (figura 38A), y en las muestras de 
metástasis ósea (figura 38B), ocular (figura 38C), en hígado (figura 38D) y 
ligamento uterino (figura 38E) se observó un marcaje positivo para la proteína WT-
1. Sin embargo, este marcaje fue ausente en las muestras de metástasis de ovario 
de CM (figura 38F). La diferencia de marcaje entre las muestras de ovario sano y 
las de metástasis en ovario corrobora el estado sano o afecto de cada muestra, ya 
que está descrito que WT-1 es un marcador específico de tejido ovárico que está 
ausente en metástasis de CM (Sanchez-Serrano et al., 2009).  
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Tabla 8.- Comparación RT-qPCR e IHQ. Se muestran los 
resultados obtenidos mediante RT-qPCR (2-ΔΔCt) e IHQ para las 
muestras de metástasis confirmada para los genes GCDFP15, 
MGB1 y SBEM. 
Figura 38.- IHQ de WT-1. Muestra de ovario sano (A). Metástasis ósea (B). Metástasis 
ocular (C). Metástasis en hígado (D). Metástasis en ligamento uterino (E). Metástasis en 
CO (F). Control positivo (G). Control negativo (H). Fotos tomadas con objetivo 20X. 
Escala a 100 µm en la figura A. 
 
 
1.7.- Estudio comparativo de la expresión génica y proteica de los 
marcadores seleccionados para el test diagnóstico 
Una vez presentados los resultados correspondientes a la expresión 
génica y proteica de los marcadores seleccionados para ser incluidos en el test 
diagnóstico de micrometástasis en tejido ovárico de pacientes de PF con CM, se 
llevó a cabo una valoración comparativa entre ambas técnicas (tabla 8). 
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Figura 39.- Valor medio de Ct en 
muestras de CO y MO. Se muestran 
los valores de Ct promedios del control 
y de las muestras de CO y MO. Para 
GCDFP15 solamente se obtuvo un 
valor de Ct en una muestra de MO. El 
gen MGB1 no se expresó en ninguna 
de las muestras analizadas. Para 
SBEM obtuvo valor de Ct en 6 CO y 5 
MO de un total de 60 y 50 
respectivamente. 
2.- Análisis de tejido ovárico de pacientes de Preservación de la 
Fertilidad 
Se analizaron un total 60 muestras de CO y MO de pacientes con CM que 
acudieron a nuestro programa de PF mediante métodos moleculares y por IHQ.  
 
2.1.- Estudio de expresión génica mediante técnicas moleculares  
Se llevó a cabo el estudio de la expresión génica de los genes 
previamente seleccionados en el test diagnóstico: GCDFP15, MGB1 y SBEM. 
El control endógeno (gen 18S) fue expresado en todas las muestras de 
CO (Ct=20,66±4,19) y de MO (19,29±3,69) (figura39).  
GCDFP15 no se expresó en ninguna de las muestras analizadas excepto 
en una muestra de MO que presentó un Ct de 36,94, siendo su valor de expresión 
génica relativa de 1,19. El gen MGB1 no se expresó en ninguna de las muestras 
analizadas. En el caso del gen SBEM se obtuvo una expresión negativa en 5 
muestras de CO (Ct=38,83±0,88) y en 3 de MO (35,96±1,41) y una expresión 
positiva en 1 CO y 2 de MO (figura 39), resultando en una expresión génica 
relativa media de 0,26±2,68 y 0,69±1,40 respectivamente. Dado que estas 
muestras presentaron un valor de Ct cercano a 40, valor a partir del cual se 
considera ausencia de expresión, la expresión relativa de SBEM presentó un valor 
similar al control de ovario sano (NS; p>0,05). A esto debemos sumarle que en los 
parámetros establecidos en el test diagnóstico se considera positivo cuando la 
expresión génica relativa  es mayor a 10, por lo tanto, podemos considerar que 
tanto en las muestras de CO como en las de MO la expresión de SBEM es 
negativa.  
V-Resultados 
 
120 
 
Figura 40.- Expresión relativa en las muestras de CO y MO con valor en algún 
gen diferente a 1. Se muestran los valores de 2-ΔΔCt obtenidos para cada gen en 
las muestras de CO y MO de las pacientes que obtuvieron algún valor en alguno de 
los 3 genes diferente a 1.  
A continuación se comparó si las muestras de CO y MO que presentaron 
un valor de Ct menor a 40 pertenecían a la misma paciente (figura 40). De todas 
ellas solamente 2 pacientes presentaron una expresión relativa de SBEM tanto en 
CO como en MO.  
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Figura 41.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM. Inmunotinción de CO de pacientes de 
PF para GCDFP15, MGB1 y SBEM (A, B, C) de MO de pacientes de PF para 
GCDFP15, MGB1 y SBEM (D, E, F) y control positivo para los tres marcadores (G, H, I). 
Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 µm en la figura A.  
 
2.2.- Estudio morfológico e inmunohistoquímico de las muestras de 
tejido ovárico de pacientes de Preservación de la Fertilidad 
Todas las muestras obtenidas de cada paciente de PF fueron examinadas 
a nivel morfológico con Hematoxilina-Eosina para determinar si presentaban 
infiltración neoplásica evidente. Ninguna de ellas presentó dicha morfología. 
Se llevó a cabo el análisis de la expresión proteica de los marcadores 
GCDFP15, MGB1 y SBEM en todas las muestras de CO y MO de las pacientes de 
PF con CM. 
Ninguna de las muestras analizadas tanto de CO como de MO 
presentaron inmunotinción para los marcadores GCDFP15 (figura 41A y D), MGB1 
(figura 41B y E) ni SBEM (figura 41G y F).   
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3.- Ensayo de invasión celular in vitro 
La cuantificación de la invasión celular se analizó en 5 COs y 4 MOs 
procedentes de pacientes con CM del programa de PF. Como control positivo se 
utilizaron dos líneas celulares cancerígenas de CM con poder metastático: MDA-
MB-231 y MDA-MB-468. Como control negativo del ensayo se utilizó medio libre 
de suspensión celular. Cada una de las muestras se realizó por duplicado. La 
invasión celular se midió mediante cuantificación colorimétrica de la densidad 
óptica a 560 nm.  
Para cada muestra se obtuvo el valor medio de la absorbancia de las dos 
réplicas y posteriormente se realizó la media de todas las COs y de las MOs del 
ensayo (figura 42). La capacidad invasora de estas células fue similar a la 
encontrada en el control negativo. No se encontraron diferencias significativas 
entre la absorbancia en las muestras celulares de CO (0,25±0,06) ni de la MO 
(0,21±0,06) con la absorbancia en el control negativo (0,11±0,02) (NS; p>0,05) 
(figura 42).  
Como control positivo del ensayo, se utilizaron dos líneas celulares de CM 
con capacidad invasora. La absorbancia en los controles positivos fue mayor 
(***p<0,001) (MDA-MB-231: 0,83±0,10; MDA-MB-468: 0,61±0,02) que la 
encontrada en las muestras de CO (0,25±0,06) y MO (0,21±0,06), así como en el 
control negativo (0,11±0,02), con diferencias estadísticamente significativas 
(***p<0,001) en todos los casos (figura 42). 
Estos resultados muestran que las COs y MOs de pacientes con CM 
incluidas en el estudio no presentan características de células invasoras, y por lo 
tanto, indica que estos tejidos ováricos están libres de células malignas.  
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Figura 42.- Valores de Absorbancia a 560 nm de las muetras incluidas en el 
ensayo de invasión celular. Se muestra el valor medio y la desviación estándar de la 
absorbancia medida en las muestras de control negativo (0,11±0,02), en las líneas 
celulares cancerígenas MDA-MB-231 (0,83±0,10) y MDA-MB-468 (0,61±0,02) y en las 
muestras de CO (0,25±0,06) y MO (0,21±0,06) de pacientes con CM. En el caso de los 
valores representados de las muestras de COs y MOs, corresponden a la media de los 
valores encontrados en 5 COs y 4 MOs. Se encontraron diferencias significativas entre 
el control negativo y las dos líneas celulares de CM (***p<0,001) y entre las COs y MOs 
con las dos líneas celulares de CM (***p<0,001). No se encontraron diferencias 
significativas entre el control negativo y las COs y MOs (NS; p>0,05). 
 
 
 
4.- Modelo in vivo 
4.1.- Monitorización de las células inyectadas en los ratones 
La monitorización de la evolución de las células inyectadas se realizó 
mediante la técnica IVIS realizando mediciones una vez a la semana durante 6 
meses.  
En todos los ratones se visualizó la inyección celular localizada en la 
cápsula suprarrenal izquierda 3 días después de la cirugía, excepto en el control 
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negativo. Estas mediciones se realizaron cada semana durante 6 meses para 
monitorizar una posible expansión de las células inyectadas in situ o a otros 
órganos, fruto de una metástasis.  
Como control negativo de la señal fluorescente se utilizó el ratón al que se 
le inyectó medio de cultivo libre de células. En éste no se observó marca 
fluorescente en ninguna de las mediciones realizadas (figura 43). 
Como control positivo de este estudio, se utilizó un ratón al que se le 
inyectaron 500.000 células de línea celular metastática de CM. Se observó un 
aumento del tamaño de la señal a las 14 semanas post-cirugía. A la semana 16 la 
señal se expandió a todo el dorso del animal, cubriendo el lado derecho dorsal del 
mismo (figura 43, 44). 
En el grupo experimental de ratones en los que se inyectaron las células 
de CO y MO procedentes de pacientes con CM que recurren a PF (N=5 CO y N=5 
MO) o CO sana (procedente de cesárea, N=1), no se observó movimiento celular 
de las células inyectadas, ya que la marca fluorescente se localizaba siempre en la 
cápsula suprarrenal izquierda (figura 43).  
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Figura 43.- Seguimiento de las células inyectadas en cápsula suprarrenal del 
ratón mediante IVIS. Día 1 de inyección celular de control medio (A), control CO sana 
(cesárea) (B), CO y MO de paciente con CM (C y D) y línea celular cancerígena (E). 
Seguimiento de las células inyectadas después de 24 semanas de la intervención en el 
ratón de control medio (F), control CO sana (cesárea) (G), CO y MO de paciente con 
CM (H y I) y línea celular cancerígena (J) (falleció a la semana 16). Fotos tomadas con 
una longitud de onda de emisión y de excitación de 605-660 nm.  
 
Figura 44.- Seguimiento de las células cancerígenas inyectadas en la cápsula 
suprarrenal del ratón mediante IVIS. Se muestra el seguimiento de las células 
marcadas e inyectadas en el ratón al día 3 post-cirugía (A), día 97 (B), día 104 (C), día 
111 (D) y día 118 (E). Después de la última medición el ratón falleció. Fotos tomadas 
con una longitud de onda de emisión y de excitación de 605-660nm. 
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Figura 45.- Evaluación macroscópica de daño tisular. Las figuras A, B y C 
corresponden al ratón con inyección de 500.000 células metastáticas el día de la 
necropsia (A, B, C). Se observa la inflamación abdominal (A), presencia de tumor y 
daño en órganos internos (B, C). El tumor mide unos 2,5 cm (C). Las figuras D y E 
corresponden a uno de los ratones con inyección de células de CO procedentes de 
pacientes con CM. Presenta un aspecto normal, sin inflamación y sin ningún órgano 
afectado.  
4.2.- Comprobación macroscópica del daño tisular post-mortem 
Transcurridos 6 meses desde el día de la cirugía, cada ratón fue 
sacrificado mediante inhalación de CO2. Se evaluó el posible daño tisular 
macroscópica y morfológicamente en cada uno de ellos. En el único ratón en el 
que se identificó claramente un daño tisular generalizado fue en el que se había 
inyectado 500.000 células de la línea celular metastática de CM (control positivo). 
En él se observó una inflamación abdominal prominente (figura 45A), causada por 
la presencia de un tumor de 2,5 cm (figura 45C). La glándula suprarrenal 
izquierda, en la que se habían inyectado las células, no se identificaba por la 
inclusión de la misma en el tumor. Además presentó alteraciones en hígado, bazo, 
páncreas y glándula suprarrenal derecha (figura 45B). El resto de los ratones no 
presentaron anomalías morfológicas ni presencia de masa tumoral (figura 45D, E).  
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4.3.- Estudio de expresión génica  
De las muestras extraidas de cada ratón (cápsula suprarrenal derecha, 
cápsula suprarrenal izquierda o tumor, hígado, páncreas y bazo) se analizó la 
expresión de: los tres marcadores seleccionados en el panel de detección de 
micrometástasis (GCDFP15, MGB1 y SBEM). Como controles se emplearon el 
gen 18S, HPRT específico de tejido ratón (HPRTm) y HPRT específico de tejido 
humano (HPRTh). Además todos estos genes se evaluaron en la línea celular 
metastática previa a la inyección en el ratón, expresando el gen MGB1 
(ΔCt=20,74) y el gen SBEM (ΔCt=20,15).  
 
La expresión génica de los marcadores analizados en el ratón utilizado 
como control negativo (inyección de medio de cultivo) fue negativa para los 3 
genes del panel de marcadores seleccionado: GCDFP15, MGB1 y SBEM.  
En el grupo experimental utilizado como control positivo de presencia de 
células metastáticas de CM, se detectó expresión del gen SBEM en la masa 
tumoral (Ct=27,25; ΔCt=11,92), en la glándula suprarrenal derecha (Ct=28,57; 
ΔCt=11,98), en el bazo (Ct=24,47; ΔCt=4,21), así como en el páncreas (Ct= 25,41 
25; ΔCt=-7,5) del ratón. En el caso de la glándula suprarrenal derecha del mismo 
ratón, también se detectó expresión del gen MGB1 (Ct=18,36; ΔCt=1,76).  
Todos los tejidos de los ratones en los que se inyectaron células 
procedentes de CO o MO de pacientes con CM o CO de pacientes sanas no 
expresaron ninguno de los marcadores de nuestro panel específico de detección 
de micrometástasis.  
  
4.4.- Estudio morfológico e inmunohistoquímico 
Se estudió la expresión proteica de los genes incluidos en el test 
diagnóstico (GCDFP15, MGB1 y SBEM) mediante técnicas IHQs de los tejidos 
extraidos de cada ratón de los diferentes grupos estudiados.  
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Figura 46.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM control positivo y negativo de IHQ. 
Inmunotinción de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para una CO con metástasis utilizada 
como control positivo de la IHQ (A, B, C) y control negativo de IHQ (no anticuerpo) (D, 
E, F). Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 µm en la figura A. 
 
4.4.1.- Controles de inmunohistoquímica 
Para todas las muestras analizadas mediante IHQ para los tres 
marcadores, se utilizó como control de la técnica una muestra validada en la que 
existe una expresión proteica de los marcadores a analizar (muestra de CO con 
metástasis de CM). Como control negativo de la técnica se utilizaron cortes en los 
que no se añadió anticuerpo primario. En la figura 46A, 46B, 46C se muestran los 
controles positivos para los tres marcadores estudiados (GCDFP15. MGB1 y 
SBEM, respectivamente) y en la figura 46D, 46E, 46F se muestran los controles 
negativos de las IHQ que se detallan a continuación.  
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4.4.2.- Estudio inmunohistoquímico de ratones controles 
Se analizó la expresión proteica de los marcadores GCDFP15, MGB1 y 
SBEM en glándula suprarrenal derecha (figura 47A, B, C), glándula suprarrenal 
izquierda (figura 47D, E, F), hígado (figura 47G, H, I), páncreas (figura 47J, K, L), y 
bazo (figura 47M, N, O) del ratón en el que se había inyectado solamente medio 
de cultivo (control negativo). Ninguna de las muestras analizadas presentaron 
inmunotinción para GCDFP15, MGB1 y SBEM, excepto en el bazo donde se 
observó marcaje para los tres marcadores.  
 
Se analizó la expresión proteica mediante IHQ de GCDFP15, MGB1 y 
SBEM de los órganos extraidos del ratón tratado como control positivo de invasión 
celular, en el que se habían inyectado 500.000 células de la línea celular 
metastática. En la glándula suprarrenal derecha se observó expresión proteica de 
MGB1 (tenue) y SBEM, siendo nula para la proteína GCDFP15 (figura 48A, B, C). 
En el tumor (glándula suprarrenal izquierda) se observó inmunotinción para los 
marcadores analizados MGB1 y SBEM, siendo ausente para el marcador 
GCDFP15 (figura 48D, E, F). En el hígado solamente se observó una tinción débil 
para el marcador SBEM (figura 48G, H, I). En el páncreas se observó 
inmunomarcaje para SBEM y no para GCDFP15 ni MGB1 (figura 48J, K, L). Por 
último, en el bazo se observó marcaje para los tres marcadores (figura 48M, N, O).  
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Figura 47.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM ratón control negativo. Inmunotinción 
de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para glándula suprarrenal derecha (A, B, C), glándula 
suprarrenal izquierda (D, E, F), hígado (G, H, I), páncreas (J, K, L) y bazo (M, N, O) del 
ratón control negativo (inyección medio de cultivo). Fotos tomadas con objetivo 20X. 
Escala a 100 µm en la figura A. 
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Figura 48.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM ratón con células metastáticas de CM. 
Inmunotinción de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para glándula suprarrenal derecha (A, B, 
C), tumor (D, E, F), hígado (G, H, I), páncreas (J, K, L) y bazo (M, N, O) del ratón control 
positivo (inyección 500.000 células cancerígenas de la línea celular). Fotos tomadas con 
objetivo 20X. Escala a 100 µm en la figura A. 
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4.4.3.-Estudio inmunohistoquímico de ratón con células de corteza y 
médula ovárica 
Se analizó la expresión proteica de los marcadores GCDFP15, MGB1 y 
SBEM en la glándula suprarrenal derecha (figura 49A, B, C), glándula suprarrenal 
izquierda (figura 49D, E, F), hígado (figura 49G, H, I), páncreas (figura 49J, K, L) y 
bazo (figura 49M, N, O) del ratón con inyección de células procedentes de CO 
sana. No se observó inmunotinción para ninguno de los 3 marcadores analizados, 
excepto en el bazo donde se observó marcaje para los tres marcadores.  
 
Se analizó la expresión proteica de los marcadores GCDFP15, MGB1 y 
SBEM en la glándula suprarrenal derecha (figura 50A, B, C), glándula suprarrenal 
izquierda (figura 50D, E, F), hígado (figura 50G, H, I), páncreas (figura 50J, K, L) y 
bazo (figura 50M, N, O) del ratón con inyección de células procedentes de CO de 
pacientes con CM. No se observó inmunotinción para ninguno de los 3 
marcadores analizados, excepto en el bazo donde se observó marcaje para los 
tres marcadores.  
 
Se analizó la expresión proteica de los marcadores GCDFP15, MGB1 y 
SBEM en la glándula suprarrenal derecha (figura 51A, B, C), glándula suprarrenal 
izquierda (figura 51D, E, F), hígado (figura 51G, H, I), páncreas (figura 51J, K, L) y 
bazo (figura 51M, N, O) del ratón con inyección de células procedentes de MO de 
pacientes con CM. No se observó inmunotinción para ninguno de los 3 
marcadores analizados, excepto en el bazo donde se observó marcaje para los 
tres marcadores.  
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Figura 49.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM del ratón con inyección de células de 
CO sana. Inmunotinción de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para glándula suprarrenal 
derecha (A, B, C), glándula suprarrenal izquierda (D, E, F), hígado (G, H, I), páncreas (J, 
K, L) y bazo (M, N, O) del ratón con células de CO sana. Fotos tomadas con objetivo 
20X. Escala a 100 µm en la figura A. 
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Figura 50.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM del ratón con inyección de células de 
CO de pacientes con CM. Inmunotinción de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para glándula 
suprarrenal derecha (A, B, C), glándula suprarrenal izquierda (D, E, F), hígado (G, H, I), 
páncreas (J, K, L) y bazo (M, N, O) del ratón con células de CO de pacientes con CM. 
Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 µm en la figura A. 
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Figura 51.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM del ratón con inyección de células 
de MO de pacientes con CM. Inmunotinción de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para 
glándula suprarrenal derecha (A, B, C), glándula suprarrenal izquierda (D, E, F), 
hígado (G, H, I), páncreas (J, K, L) y bazo (M, N, O) del ratón con células de MO de 
pacientes con CM. Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 µm en la figura A. 
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El objetivo principal de este estudio fue demostrar la seguridad en la 
criopreservación de CO como método para la PF en pacientes con CM en estadios 
I-IIIa. En este estudio se analiza por primera vez la MO de pacientes con CM. El 
hecho que nos llevó a plantearnos el análisis de la MO es que, a pesar de que el 
procesamiento de la CO para su posterior criopreservación implica la eliminación 
de la MO, en muchos casos, se hace imposible la retirada de todo el tejido 
medular quedando restos adheridos que son criopreservados junto a la CO. Se 
sabe que la MO a nivel estructural no presenta una delimitación bien establecida 
biológicamente con la CO, y además, que está formada por tejido conjuntivo laxo 
que contiene grandes vasos sanguíneos, vasos linfáticos y fibras nerviosas. Por lo 
tanto, no podemos tener una seguridad absoluta de la ausencia de una infiltración 
neoplásica a nivel medular que todavía no hubiese alcanzado la corteza de una 
forma detectable.  
Para ello, desarrollamos un panel de marcadores moleculares de alta 
sensibilidad y especificidad capaz de detectar la posible presencia de células 
metastáticas en tejido ovárico criopreservado. 
 
Un tercio de las pacientes con CM en las que se observa una pequeña 
masa tumoral operable sin afectación de nódulos linfáticos, presentan 
eventualmente recaídas, falleciendo como causa de esta enfermedad (Kissin et al., 
1986; Giuliano et al., 1995; Nwariaku et al., 1998). Este hecho sugiere que una 
proporción de estas pacientes, a pesar de presentar nódulos linfáticos negativos, 
pueden haber sido mal diagnosticadas, lo que conlleva a un tratamiento menos 
agresivo del que le correspondería (Wallwiener et al., 2011) y un riesgo de 
reintroducir células malignas con el tejido ovárico trasplantado, en el caso de 
utilizar este procedimiento como método de la PF. Aunque la biopsia del ganglio 
centinela se considera una técnica segura para el diagnóstico correcto, no exime 
de controversia y limitaciones (Blanco et al., 2007; Riccio et al., 2007).  
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El ovario no es un sitio común de crecimiento metastásico, estimándose 
una frecuencia media de metástasis ovárica del 4.5% (Ferlicot et al., 2004), siendo 
improbable la existencia de células malignas en tejido ovárico en ausencia de 
evidencias clínicas y radiológicas de metástasis distante en los casos de CM en 
estadio I o II (Oktay and Buyuk, 2004). Sin embargo, se ha visto que dependiendo 
del tipo de CM la frecuencia media de metástasis ovárica puede incrementar 
desde 13,2% hasta el 37,8% (Perrotin et al., 2001; Kyono et al., 2010), por lo que 
es necesario estudiar en profundidad la seguridad del autotrasplante de tejido 
ovárico en pacientes con CM en estadios poco avanzados. 
 
Se ha demostrado que la sobreexpresión de genes específicos epiteliales 
en pacientes con patología negativa para los nódulos linfáticos se correlaciona con 
los indicadores tradicionales de pronóstico de la enfermedad (Gillanders et al., 
2004; Mikhitarian et al., 2005). Sin embargo, aunque la técnica de referencia para 
el análisis patológico del CM siguen siendo las técnicas IHQs, actualmente se 
están desarrollando el uso de nuevas herramientas diagnósticas a nivel molecular 
que permiten un mayor poder de detección y mejora de la sensibilidad. 
Se ha sugerido que la combinación de la evaluación patológica mediante 
las técnicas histológicas tradicionales y el análisis molecular de los nódulos 
linfáticos, aumenta la sensibilidad en la predicción del estado patológico 
(Mikhitarian et al., 2005), permitiendo detectar un mayor índice de metástasis 
respecto a las detectadas mediante las tinciones histológicas (Abdul-Rasool et al., 
2006; Nissan et al., 2006).  
Se han llevado a cabo varios estudios para incrementar la sensibilidad y 
especificidad en la detección de enfermedad metastática oculta en CM en 
diferentes localizaciones (Koga et al., 2004; Schroder et al., 2004; Kreunin et al., 
2007; Sasaki et al., 2007), sugiriéndose que la detección de la expresión de genes 
como la MGB1 mediante métodos moleculares es capaz de identificar pacientes 
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con alto riesgo de padecer micrometástasis en nódulos centinela (Ouellette et al., 
2004).  
En relación con la criopreservación de la CO como método de PF se 
demostró que en pacientes con leucemia, los métodos moleculares son capaces 
de detectar una infiltración neoplásica indetectable mediante técnicas IHQs 
(Dolmans et al., 2010; Rosendahl et al., 2010). 
En un estudio previo, nuestro grupo llevó a cabo la detección de posibles 
micrometástasis en CO de pacientes con CM mediante las técnicas histológicas 
tradicionales, concluyendo que la criopreservación de CO en estas pacientes era 
un procedimiento seguro. Sin embargo, debido a los antecedentes descritos, 
sentimos la necesidad de ampliar nuestro estudio preliminar incluyendo las 
herramientas diagnósticas a nivel molecular para la detección de una posible 
micrometástasis en el tejido ovárico de estas pacientes.  
La estrategia de búsqueda de marcadores moleculares de metástasis 
oculta en tejido ovárico la basamos en el concepto de ganglio centinela en 
combinación con diferentes marcadores que han demostrado ser buenos 
indicadores de la presencia de células malignas en CM (Sanchez-Serrano et al., 
2009). Así, se analizó la expresión de los genes MUC1, WT-1, NY-BR-01, 
GCDFP15, MGB1 y SBEM en 13 muestras de metástasis de CM (8 en CO y 5 en 
otros tejidos) y en 10 muestras de ovario sano.  
 
Nuestros resultados demostraron que los genes GCDFP15, MGB1, SBEM 
y NY-BR-01 no se expresan en ovario sano (figuras 23 y 24), mientras que los 
genes MUC1 y WT-1 se expresan tanto en ovario sano como en ovario con 
micrometástasis confirmada (figuras 23, 29 y 32). La expresión de MUC1 es 
ampliamente encontrada en tejidos no mamarios (O'Brien et al., 2007) y es 
detectada tanto en sangre periférica y médula ósea de personas sanas como en 
pacientes con alguna enfermedad hematológica (Corradini et al., 2001). Por otro 
lado la expresión de WT-1, a pesar de ser negativa en el 100% de los carcinomas 
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de mama (Lerwill, 2004), se expresa en el núcleo de las células epiteliales del 
tejido ovárico, en el 100% de los carcinomas ováricos y extraováricos y en el 80% 
de carcinomas ováricos transicionales. Por lo tanto, dado que la utilización de este 
marcador podría llevarnos a un error de diagnóstico en el caso de que la paciente 
presentase un carcinoma ovárico de origen primario, y que al igual que el gen 
MUC1 se expresa en ovario sano además de en otros tipos celulares ya 
mencionados, estos dos transcritos no fueron incorporados en el test diagnóstico 
de detección de células malignas ocultas de CM en tejido ovárico por no 
considerarse unos marcadores específicos. 
En el caso de muestras con metástasis confirmada de CM tanto en ovario 
como en otros tejidos presentaron una expresión exclusiva de NY-BR-01, 
GCDFP15, MGB1 y SBEM (figura 29, 30, 32 y 33).  
A pesar de que el gen NY-BR-01 ha sido utilizado en estudios previos 
como marcador molecular para la detección de metástasis de CM debido a su alta 
especificidad (Nissan et al., 2006; Wallwiener et al., 2011), nuestros resultados 
muestran que el 45% de las muestras con metástasis confirmada no expresan 
este marcador. Por lo tanto, a pesar de su alta especificidad, su baja sensibilidad 
hizo que no se considerase como un buen candidato para la incorporación en 
nuestro test diagnóstico. 
La expresión de GCDFP15 es altamente específica de CM y se expresa 
en el 70-90% de los CM y en un 80% de sus metástasis. La expresión de este 
marcador en tumores metastáticos de origen desconocido indica que provienen de 
una enfermedad mamaria (Wick et al. 1989) y se asocia con tumores de CM de 
buen pronóstico y de subtipos de grado bajo (Luo et al., 2013). Nuestros 
resultados han demostrado una sensibilidad y especificidad de detección de 
células malignas en tejido ovárico mediante este marcador de 0,75 (75%) y 1 
(100%) respectivamente, por lo que necesariamente GCDFP15 fue incluido en 
nuestro panel diagnóstico.  
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El marcador individual más específico y más utilizado para la detección de 
metástasis, sobre todo en nódulos linfáticos, es la expresión del gen MGB1, ya 
que se sobre-expresa en el 90% de los casos de CM (Gillanders et al., 2004) y 
está raramente presente o en niveles muy bajos en tejido no mamario (Watson 
and Fleming, 1996; Watson et al., 1999; Houghton et al., 2001; O'Brien et al., 
2002; Zehentner and Carter, 2004; Molina et al., 2005). Aunque la MGB1 se 
detecta también en tejido mamario benigno, sus niveles de ARNm se encuentran 
entre 10 y 20 veces más elevados que en el tejido benigno (Watson and Fleming, 
1996). Debido a esto y a que nuestros resultados demostraron una sensibilidad y 
especificidad para la expresión de MGB1 de 0,87 (87,5%) y 1 (100%) 
respectivamente, este marcador fue incluido en nuestro panel diagnóstico.  
La expresión de SBEM está mayoritariamente restringida a tejido mamario, 
siendo detectable en solo 1/26 tejidos no mamarios (Colpitts et al., 2002; Miksicek 
et al., 2002). Su expresión es independiente del estado de los RE y del grado del 
tumor (O'Brien et al., 2007). Nuestros resultados han demostrado una sensibilidad 
y especificidad de detección de células malignas en tejido ovárico mediante este 
marcador de 0,87 (87,5%) y 1 (100%) respectivamente, por lo que necesariamente 
SBEM fue incluido en nuestro panel diagnóstico. 
El panel de marcadores óptimo se define como aquél que comprenda 
genes que se expresen en tejido afecto y no se expresen en tejido sano, 
mostrando una especificidad y sensibilidad elevada. En base a esto, los 
marcadores moleculares definitivos que fueron incluidos en nuestro panel 
diagnóstico fueron GCDFP15, MGB1 y SBEM, presentando de forma conjunta una 
sensibilidad del 92% y una especificidad del 100%. 
Estudios recientes han demostrado que combinaciones de varios 
marcadores moleculares presentan resultados más consistentes y mejores que un 
ensayo que solo se limite a la presencia o ausencia de la expresión de un único 
marcador. El grupo de Manzotti (Manzotti et al., 2001) evaluó la expresión de 
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ARNm de varios marcadores (maspina, CK19 y MGB1) encontrando que la 
concordancia con los nódulos linfáticos centinela era mayor cuando se expresaban 
al menos dos de los marcadores estudiados. El grupo de Nissan (Nissan et al., 
2006) llevó a cabo un estudio de elección de marcadores moleculares para la 
detección de restos residuales de células malignas (CK19, NY-BR-01 y MGB1), 
concluyendo que el análisis conjunto de estos marcadores era más sensible en la 
detección de CM. Varios estudios demuestran que la combinación del análisis de 
al menos dos marcadores moleculares aumenta la sensibilidad y especificidad 
hasta un 97% (Hughes et al., 2006). Un estudio más reciente llevó a cabo la 
elaboración de un panel de 4 marcadores (CK19, EPCAM, MGB1 y NY-BR-01) 
para el diagnóstico mediante RT-qPCR de micrometástasis en nódulos linfáticos, 
siendo un resultado positivo cuando se expresaban 2 o más de estos marcadores 
(Wallwiener et al., 2011). Todos estos marcadores descritos en estos estudios que 
no han sido incluidos en nuestro panel es debido a que a pesar de expresarse en 
CM, también son detectados en tejido sano, en sangre periférica y médula ósea de 
personas sanas, así como, en pacientes con alguna enfermedad hematológica 
(Corradini et al., 2001), por lo que no valoramos su inclusión. 
El uso de una combinación de genes reduce considerablemente el número 
de falsos negativos encontrados debido a que el patrón de expresión génica de 
estos marcadores moleculares es tumor-específico (Wallwiener et al., 2011).  
En el caso de MGB1 los tumores más agresivos o negativos para los 
receptores hormonales pueden perder su expresión, por lo que si el diagnóstico 
solo se basase en este marcador darían falsos negativos. Los marcadores 
GCDFP15 y MGB1 son los más utilizados para el diagnóstico de CM y posibles 
micrometástasis, pero una falta de expresión tiene que ser interpretada con 
precaución, ya que una ausencia de expresión no indica que no existan células 
malignas. Sin embargo, el análisis de ambos marcadores aumenta 
significativamente la sensibilidad y especificidad del diagnóstico, ya que aunque la 
MGB1 presenta una mayor sensibilidad que GCDFP15 en carcinoma mamario, 
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este último es más específico (Bhargava et al., 2007). La expresión de SBEM se 
relaciona con la expresión de MGB1, siendo esta correlación significativamente 
mayor en los tumores con ganglios linfáticos afectados (Miksicek et al., 2002). 
 
Los resultados de RT-qPCR pueden ser falsos negativos cuando existe 
una presencia de metástasis identificable mediante IHQ (Schroder et al., 2003; 
Gillanders et al., 2004) o falsos positivos si los resultados mediante histología no 
muestran dicha metástasis (Mitas et al., 2001; Inokuchi et al., 2003; Schroder et 
al., 2003; Gillanders et al., 2004). Estudios recientes encontraron que la mayoría 
de los falsos negativos de RT-qPCR pueden estar asociados con una expresión 
límite de los genes bajo estudio, que podrían corresponder a micrometástasis 
(Veys et al., 2010). Además en estos casos, existe también la posibilidad de que el 
resultado de IHQ sea un falso positivo y el de RT-qPCR sea el correcto. En el caso 
de falsos positivos de RT-qPCR, puede ser debido a razones técnicas 
(contaminación del tejido durante el procesamiento) o que existan mecanismos 
intermedios de silenciamiento génico que no permitan la traducción génica a la 
proteína funcional. Sin embargo, se ha demostrado que las muestras analizadas 
por RT-qPCR y catalogadas como falso positivo seguían siendo positivas cuando 
eran analizadas con otros métodos moleculares más precisos, sugiriendo que los 
fragmentos de tejido realmente contenían metástasis (Julian et al., 2008). Estas 
discrepancias también pueden ser atribuidas al procedimiento de recogida de 
muestras, ya que se analizan diferentes fragmentos del mismo tejido por ambas 
técnicas (Schroder et al., 2003; Gillanders et al., 2004). No obstante, debido a que 
la RT-qPCR se considera mucho más sensible que la IHQ, los resultados positivos 
para RT-qPCR y negativos por IHQ, se consideran falsos negativos de IHQ, y 
posiblemente la presencia de células metastáticas sea real. En el ensayo llevado a 
cabo por Gimbergues y colaboradores (Gimbergues et al., 2007), con 3 
marcadores moleculares (CEA, MGB1 y CK19) observaron que el 9,6% de las 
patologías negativas para los nódulos linfáticos centinela eran positivas mediante 
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IHQ y un 36,5% por RT-qPCR, mientras que las patologías positivas para nódulos 
linfáticos centinela eran todas positivas mediante RT-qPCR. Rosendhal y 
colaboradores (Rosendahl et al., 2010) observaron que 6 de 8 pacientes con 
leucemia analizados, tanto por técnicas moleculares como por histológicas, dieron 
un resultado positivo mediante RT-qPCR y negativo por IHQ. Lo que indica 
nuevamente la elevada sensibilidad de los métodos moleculares respecto a los 
tradicionales. En un estudio similar observaron que 2 de 6 pacientes con LMC y 7 
de 10 con LLA presentaron un patrón molecular positivo para la detección de 
células malignas, mientras que por IHQs no pudieron ser detectadas (Dolmans et 
al., 2010).    
En nuestro estudio los resultados obtenidos mediante ambas técnicas en 
las muestras de CO fueron concordantes para los 3 marcadores incluidos. Sin 
embargo, en las muestras de otros tejidos con metástasis confirmada el estudio 
molecular demostró ser más robusto que el estudio IHQ. Nuestro panel fue capaz 
de detectar la expresión molecular de GCDFP15 en metástasis ósea y ocular y 
MGB1 en metástasis de ligamento uterino, mientras que los resultados IHQs 
fueron negativos para estos marcadores en estos tejidos (tabla 8).  
Hasta la fecha, a pesar de que la mayor indicación para la 
criopreservación de CO como método de la PF en nuestro programa es el CM 
(más del 50% de las pacientes), existen solamente cuatro publicaciones sobre la 
búsqueda de células metastáticas en CO en este tipo de pacientes (Sanchez-
Serrano et al., 2009; Azem et al., 2010; Rosendahl et al., 2011b; Luyckx et al., 
2013). En estas publicaciones se han analizado más de 177 biopsias de CO 
procedentes de 140 pacientes con CM sin evidencia de contaminación con células 
malignas (Sanchez-Serrano et al., 2009; Azem et al., 2010; Rosendahl et al., 
2011b). Sin embargo, la detección de micrometástasis sigue siendo un reto ya que 
los resultados se basan únicamente en estudios morfológicos e IHQs, que como 
ya hemos comentado anteriormente y hemos demostrado en el presente estudio, 
no son lo suficientemente sensibles y específicos para poder identificar una 
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microinvasión maligna en el tejido ovárico. Sorprendentemente solo en el estudio 
publicado más reciente han sido utilizados por primera vez los métodos 
moleculares para la detección de micrometástasis en ovario, a pesar de ello este 
estudio concluye la seguridad del procedimiento de la criopreservación de tejido 
ovárico de pacientes con CM como método de PF basándose únicamente en solo 
un marcador molecular (Luyckx et al., 2013). Por lo tanto, el método idóneo para 
un diagnóstico seguro sería la combinación de los estudios morfológicos, IHQs y 
moleculares. 
Una de las limitaciones que nos encontramos en este tipo de estudios es 
el reducido tamaño del tejido destinado al análisis, ya que la mayor parte de la CO 
debe ser congelada para el posible futuro autotrasplante. Este factor es 
especialmente limitante en el caso de detección de micrometástasis por técnicas 
morfológicas o IHQs ya que el fragmento analizado no es representativo de todo el 
tejido ovárico de la paciente. 
Las técnicas moleculares tampoco están exentas de determinadas 
limitaciones, a pesar de ser técnicas altamente sensibles para la detección de 
ADN o ARN de células metastásicas. Solo algunos tipos de tumores presentan 
aberraciones cromosómicas específicas para dianas de las técnicas de RT-qPCR. 
Además la detección de ADN/ARN específico del tumor mediante RT-qPCR no 
significa necesariamente que haya células viables cancerígenas en el tejido 
ovárico (Rosendahl et al., 2010; Bastings et al., 2013) y al igual que ocurre con los 
métodos IHQs, los resultados pueden ser diferentes si se analizan distintos 
fragmentos de tejido.  
Para solventar las limitaciones mencionadas, los fragmentos analizados en 
este estudio mediante técnicas histológicas y moleculares fueron obtenidos de 
diferentes localizaciones ováricas aleatorias. A pesar de que las técnicas 
moleculares son capaces de detectar en tejido ovárico trazas de contaminación 
por células malignas, el potencial biológico de estas células sigue siendo 
desconocido. Por lo tanto, en primer lugar llevamos a cabo estudios de invasión 
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celular in vitro para evaluar el posible potencial migratorio e invasivo de  células de 
CO y MO de pacientes con CM y, posteriormente, desarrollamos estudios in vivo 
mediante xenotrasplante, para poder evaluar el posible potencial maligno en caso 
existencia de una micrometástasis. 
El método previo a los estudios in vivo para corroborar la ausencia de 
células malignas en el tejido ovárico criopreservado es la evaluación in vitro de la 
capacidad invasora celular. Es la primera vez que esto se evalúa en células 
obtenidas de CO y MO de pacientes con CM. El ensayo de invasión celular in vitro, 
demostró que el tejido ovárico analizado de pacientes con CM que acudieron a PF 
está libre de células malignas invasoras, mientras que líneas celulares de CM con 
alto poder metastático, utilizadas como control positivo, mostraron elevada 
capacidad de invasión.  
Sin embargo, el mejor método para evaluar el riesgo de recurrencia 
después del trasplante de CO criopreservada de mujeres con CM sigue siendo el 
modelo in vivo mediante xenotrasplante en ratones inmunodeprimidos (Rosendahl 
et al., 2011b). Este método fue validado en la búsqueda de células malignas en la 
CO de pacientes con leucemia (Dolmans et al., 2010). 
 
Los estudios de xenotrasplante llevados a cabo en pacientes con leucemia 
demostraron la viabilidad y potencial maligno de las células de LLA presentes en 
el tejido ovárico criopreservado, confirmando así, los resultados obtenidos 
mediante RT-qPCR, ya que el tejido ovárico que dio resultados positivos para los 
marcadores de leucemia generó en los animlaes una invasión peritoneal masiva y 
una masa tumoral, mientras que el tejido ovárico con un resultado negativo para 
los marcadores moleculares, no produjo enfermedad leucémica en los ratones 
xenotrasplantados (Dolmans et al., 2010).  
Un estudio similar fue llevado a cabo en pacientes con leucemia en 
completa remisión que no presentaron, aparentemente, células malignas en el 
tejido ovárico. Ninguno de los trasplantes generó signos de enfermedad, ni en la 
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pieza de tejido ovárico trasplantado ni en los órganos murinos evaluados (Greve et 
al., 2012), concluyendo así que la criopreservación de tejido ovárico en pacientes 
con leucemia en remisión podría no estar contraindicada. 
Se han llevado a cabo estudios in vivo para evaluar la seguridad del tejido 
ovárico en pacientes con distintos tipos de sarcoma, sin encontrar contaminación 
de células tumorales en el tejido ovárico criopreservado y confirmando así, los 
estudios previos mediante técnicas histológicas, IHQs y moleculares (Greve et al., 
2013).  
En el caso de CM un único estudio in vivo de seguridad de trasplante de 
CO ha sido publicado recientemente (Luyckx et al., 2013), con el fin de corroborar 
el estudio molecular mediante el análisis de expresión de MGB2. Ninguno de los 
animales xenotrasplantados desarrolló masas tumorales macroscópicas. Sin 
embargo, la expresión molecular de MGB2 fue detectada en 4 casos de tejido 
ovárico criopreservado antes del xenotrasplante y en 1 caso después de 
xenotrasplante. Esta discordancia de resultados es posible que se deba a la baja 
sensibilidad que implica el uso de un único marcador molecular, tal y como hemos 
comentado anteriormente.  
Debido a la necesidad de corroborar la fiabilidad de nuestro panel 
molecular desarrollamos un estudio in vivo aplicando una nueva tecnología no 
invasiva con grandes ventajas respecto a los xenotrasplantes tradicionales, que 
nos permitió visualizar in vivo la progresión/crecimiento de una posible existencia 
de células malignas. 
Además de la nueva aplicación de esta técnica para evaluar in vivo la 
seguridad del trasplante de CO, nuestro estudio incorpora una ventaja respecto a 
los modelos de xenotrasplante utilizados en este campo. Esta ventaja radica en 
que debido a que nuestro objetivo es la búsqueda de micrometástasis que pueden 
pasar desapercibidas mediante estudios convencionales, nuestro protocolo se 
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llevó a cabo mediante la disgregación de tejido ovárico de pacientes con CM, tanto 
medular como cortical, permitiéndonos así incluir un control positivo de línea 
célular metastásica de CM, ya que hasta la fecha ninguno de los estudios en 
animales incluyen control alguno. Como control positivo se utilizó una línea celular 
de CM inyectada en la cápsula suprarrenal del animal. El hecho de que las células 
metastásicas fuesen inyectadas a concentraciones muy inferiores a los estudios 
desarrollados hasta el momento en el campo de la oncología médica (Rowan et 
al., 2014), se debió a que nuestra intención fue recrear una situación clínica real, 
es decir, la existencia de una micrometástasis en tejido ovárico y no una elevada 
cantidad de células malignas, la cual podría ser detectada por los métodos 
tradicionales de diagnóstico. Los órganos analizados del ratón que sufrió una 
inyección de 500.000 células cancerígenas de CM presentaron expresión génica y 
proteica de SBEM, indicador de presencia de células tumorales. Además, el gen 
MGB1 fue positivo mediante técnicas IHQ en el tumor, glándula suprarrenal 
derecha y bazo. Asimismo, la expresión proteica de GCDFP15 fue negativa en 
todos los órganos. 
Los ratones en los que se inyectó células de CO y MO de pacientes con 
CM no presentaron indicios de aparición tumoral. Además el análisis, tanto 
molecular como IHQ, mostró ausencia de expresión de los marcadores 
seleccionados en nuestro panel de detección de micrometástasis en todos los 
órganos analizados. Los estudios IHQs en el bazo dieron positivo para los tres 
marcadores (GCDFP15, MGB1 y SBEM) en todos los ratones, incluso en el que no 
se inyectó suspensión celular. Por lo que indica que es un falso positivo a nivel 
IHQ, posiblemente producido por el tejido murino. Es posible que este anticuerpo 
se unirá inespecíficamente a alguna proteína presente en el bazo del ratón. En 
cambio, las muestras de bazo utilizadas para el análisis molecular no presentan 
expresión génica de ninguno de los genes analizados exceptuando el ratón en el 
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que se produjo una invasión tumoral (control positivo de 500.000 células 
cancerígenas). 
Con ello, concluimos que los estudios in vivo muestran una seguridad en 
el trasplante de tejido ovárico criopreservado de pacientes con CM cuando el 
análisis molecular previo muestra ausencia de expresión génica de GCDFP15, 
MGB1 y SBEM.  
 
 
Este trabajo presenta el análisis de 60 CO de pacientes con CM, así como 
el primer estudio llevado a cabo de búsqueda de micrometástasis en MO de estas 
pacientes, mediante el desarrollo de un panel de marcadores moleculares de alta 
sensibilidad y especificidad pionero en la detección de células malignas de CM. 
Además, hay que destacar el desarrollo de un nuevo modelo de xenotrasplante en 
este campo, así como la aplicación de nuevos sistemas de imagen para el análisis 
del mismo.  
 
Tras este exhaustivo estudio podemos concluir que la criopreservación de 
CO para su posterior autotrasplante en pacientes con CM en estadios tempranos 
puede ser considerada como un método seguro para la PF.  
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1. El panel de marcadores constituido por los genes GCDFP15, MGB1 y 
SBEM es lo suficientemente sensible y específico para la detección de 
una posible micrometástasis en tejido ovárico criopreservado de 
pacientes con cáncer de mama. 
 
2. Las técnicas moleculares son más sensibles y específicas que las 
tradicionalmente utilizadas para la detección de células malignas en 
corteza ovárica.  
 
3. El estudio in vitro desarrollado para la evaluación de la capacidad 
invasora de las células del tejido ovárico muestra la ausencia de 
células malignas en el tejido ovárico analizado.  
 
4. El modelo animal desarrollado, mediante la inyección de células 
marcadas, permite la detección inmediata in situ de una migración 
celular hacia los órganos adyacentes.  
 
5. El modelo animal corrobora que el ortotrasplante de tejido ovárico 
criopreservado es seguro cuando el análisis molecular previo muestra 
ausencia de expresión génica de GCDFP15, MGB1 y SBEM. 
 
6. El tejido ovárico criopreservado en pacientes con cáncer de mama en 
estadíos tempranos está libre de células metastáticas. 
 
7. La criopreservación de corteza ovárica para su posterior 
autotrasplante en pacientes con cáncer de mama en estadios 
tempranos puede ser considerada como un método seguro para la 
preservación de la fertilidad. 
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